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RESUMO

Apatitas nanoestruturadas com cristalinidade e composicao similar a apatita do osso
tém sido amplamente investigadas nos ultimos anos. Devido ao osso ser um tecido
que requer algum grau de tensdo mecanica para manter sua vitalidade, tém sido
empregados varios biopolimeros, como o compodsito HAP/Gelatina a fim de
minimizar este problema. Este biomaterial de caracteristica singular apresenta os
principais constituintes da fase mineral e orgénica do osso, respectivamente. O
objetivo deste trabalho foi propor uma rota de sintese na qual a HAP fosse obtida
por reacdo de precipitagdo diretamente sobre o colageno e verificar o efeito da
adicao de gelatina na estrutura cristalina da HAP. A sintese empregada foi por via
umida através do gotejamento de uma solugcdo contendo H3;PO4 sobre o Ca(OH),
junto a adigdo de solugbes de gelatina com diferentes concentragbes (3 e 4 g/L,
designadas, GEL1 e GEL2, respectivamente). Controlou-se a temperatura da sintese
em aproximadamente 42°C e o pH apos o término do gotejamento foi mantido em 12
Apos os periodos de 1 e 21 dias de envelhecimento as amostras foram
caracterizadas. As analises de DRX mostraram que as amostras com adi¢cdo de
gelatina apresentavam volumes de cela unitaria maiores nos dois periodos de
envelhecimento estudados, quando relacionados com as amostras controle. As
amostras GEL2 apresentaram volumes menores que as amostras GEL1, devido as
maiores interacdes ocorridas entre os ions Ca** da HAP e dos ions R—COO" da
gelatina. Com a formagédo da calcita, CaCO3;, como segunda fase para estas
amostras, ions Ca?* foram retirados da estrutura da HAP, originando uma HAP
deficiente em calcio, e isso, provavelmente, faz com que o volume da cela unitaria
diminua. Nas amostras tratadas termicamente, observou-se uma reducédo do volume
da cela unitaria mais significativa nas amostras controle (AC) e GEL1, quando se
envelheceu por mais tempo as amostras. Para as amostras ndo tratadas
termicamente, observou-se que no mesmo periodo de envelhecimento (21 dias), o
volume da cela unitaria também é menor devido principalmente a decomposicido das
carbonato apatitas em CaO. Quanto as microdeformagdes da rede cristalina,
observou-se que o tamanho de cristalito € diretamente proporcional a reducédo da
microdeformacgao, devido a diminui¢do das tensdes internas no cristal na medida em
que ele cresce. As analises de IVTF mostraram a formacao de carbonato apatita do
tipo B, devido & substituicido dos PO4*> por COs*. A substituicdo foi mais evidente
nas amostras controle (AC) e GEL1 com menor tempo de envelhecimento; nas
amostras GEL2, as bandas de fosfato foram mais evidentes. As micrografias obtidas
por MEV revelaram a formagcdo de aglomerados e que os cristais sao
nanoestruturados. Estes resultados confirmam que a presenga da gelatina afeta
diretamente as propriedades estruturais da HAP. O método de sintese empregado
neste estudo se mostrou eficaz na produg¢ao de nanocristais de apatitas mimetizando
estruturalmente uma apatita bioldgica.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, gelatina, difragdo de raios X.
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ABSTRACT

Nano-structured hydroxyapatite with crystallinity and composition similar to bone
apatite has been widely investigated in last years.Because the bone is a tissue
that requires some degree of mechanics tension to keep its vitality, has been used
some biopolymers, as the composite HAP/gelatin, in order to minimize this
problem. This biomolecule shows a singular characteristic, once that is the main
mineral and organic phase bone constituent, respectively. The objective of this
work was to consider a route of synthesis in which the hydroxylapatite was gotten
by precipitation reaction directly on the collagen and to check out the effect of the
gelatin addition in the hydroxylapatite crystal structure. The synthesis used was
the wet precipitation through the dripping of a solution contends H3;PO4 on the
Ca(OH), together the addition of gelatin solutions with different concentrations (3
and 4 g/L, named GEL1 and GEL2 respectively). Temperature of the synthesis
was controlled in approximately 42°C and pH after the ending of the dripping was
kept in 12. After the periods of 1 and 21 days of aging the samples had been
characterized. The DRX analyses had shown that the samples with gelatin
addition shows bigger unit cell volumes in the two periods of aging studied, when
related with the samples controll. Samples (GEL2) shows lesser volumes that
samples GEL1, which had the biggest interactions occured between ions Ca®* of
the HAP and ions R—COO" of the gelatin. With the calcite, CaCOs, formation as
second phase for these samples, ions Ca®" are removed of the HAP structure,
originating a calcium defficient HAP, and this, probably, makes with that the unit
cell volumn diminishes. However, in the thermally treated samples, a unit cell
volumn reduction more significant occurs to sample controll (AC) and GEL1, when
the samples are aging for more time. For the samples did not treat thermally; it
was observed in the same time of aging (21 days), the unit cell volume also is
lesser must mainly by the decomposition. mainly the decomposition of carbonate
apatites in CaO. On the microstrains of the crystal, were observed that when
crystallite size increases there is a consequent microstrains reduction due to
reduction of the internal tensions in the crystal while it grows. The FTIR analysis
shows that type B carbonate apatite occurs, due the groups PO4> are substituted
by groups COs*. The substitution was more evident in the controll samples (AC)
and GEL1 with lesser aging time, in samples GEL2, the phosphate bands are
more evidentes. The SEM (scanning electro microscopy) micrographs show that
there are formation of agglomerates and that the crystals are nano-structured.
These results confirm that the gelatin presence affects directly the HAP structural
properties. The method of synthesis presented in this study is a useful tool to
production of nano crystals of the apatites structurally mimicking biological apatite.

Keywords: Hydroxylapatite, gelatin, x-ray diffraction.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Investimentos feitos pelos EUA em 2005 no emprego de dispositivos
utilizados na reconstruGa0o OrtOPEAICA. ... ..uuuiie i

Figura 2- Expectativa de vida da populagdo nos anos de 1990 e 2000
comparada com a qualidade 6ssea de pessoas de mesma idade......................

Figura 3- Efeito da idade na durabilidade do osso em homens e mulheres........
Figura 4- Estrutura cristalina da HAP. Proje¢ao no plano 001...........ccccceeeeeeeeen.
Figura 5- Esquema da localizagéo do colageno no tecido 0sseo............ccccuun.....

Figura 6- Estrutura quimica do colageno do tipo I. (a) Cadeia peptidica; (b)
Enovelamento em tripla hélice; (c) Microfibrilas............cccooeviiiiiiiiiiis

Figura 7- Grafico de Rietveld da AC apés 1 dia de
ENVEINECIMENTO. ... e e e eeeeeaes

Figura 8- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 apés 1 dia de
ENVEINECIMENTO. ... et e e e e e e e e e e e e eeeeeeees

Figura 9- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 apos 1 dia de
ENVEINECIMENTO. ... e e e e e e e eeeaes

Figura 10- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 apés 1 dia de
ENVEINECIMENTO.......ee e e e e e e e e eees

Figura 11- Variagdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2 apés
1 dia de envelnecimento...........iiiiiiiiiiie e

Figura 12- Grafico de Rietveld da AC apés 21 dias de
ENVEINECIMENTO. ... e e e e e e e e e e e e e eeeeeeees

Figura 13- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 apdés 21 dias de
ENVEINECIMENTO. ... e e e e e eeeeeees

Figura 14- Gréafico de Rietveld da amostra GEL2 apdés 21 dias de
ENVEINECIMENTO. ... e e e e e e e e e e e e e eeeeeeees

Figura 15- Variagdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2 apés
21 dias de envelneCimeNtO...........oovuuiiiiiiiie e

Figura 16- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 apés 21 dias de
ENVEINECIMENTO......ee e e e e e e e eaeees

13

21

23

47

49

50

51

51

53

54

95

56



Figura 17- Variagdo do volume da cela unitaria das AC, GEL1 e GEL2 apds os
tempos de envelhecimento estudados. ...........ouuueiiiiiiiin e

Figura 18- Grafico de Rietveld da AC sinterizada, ap6és 1 dia de
ENVEINECIMENTO. ... e e e eeeeees

Figura 19- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 sinterizada, apds 1 dia de
ENVEINECIMENTO. ... e e e e e e e e e e e e eeeeeeees

Figura 20- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 sinterizada, apos 1 dia de
ENVEINECIMENTO. ... e eeeeeeeees

Figura 21- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 sinterizadas,
apos 1 dia de envelheCcimento...........oooviiiiiii i

Figura 22- Variagdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2
sinterizadas, apos 1 dia de envelhecimento..............oueeeiiiiiiiiiiee e,

Figura 23- Grafico de Rietveld da AC sinterizada, apds 21 dias de
ENVEINECIMENTO. ... e e e e e e e e e e e eeeeeeeees

Figura 24- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 sinterizada, apds 21 dias de
ENVEINECIMENTO. ... e

Figura 25- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 sinterizada, apds 21 dias de
ENVEINECIMENTO. ... et e e e e e e e e e e e e eeeaeeees

Figura 26- Variagdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2
sinterizadas, apos 21 dias de envelhecimento...............ooovveeiiiiiiiiiiii e

Figura 27- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 sinterizadas,
apods 21 dias de envelnecimento............uoii i

Figura 28- Variagdo do volume da cela unitaria das amostras AC, GEL1 e
GEL2 sinterizadas, apos 0s tempos de envelhecimento
=TS (0o F= To [0 1< 7P

Figura 29- Grafico de distribuicbes de microdeformagbes de rede das
amostras controle. (a) Apos 1 dia de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de
ENVEINECIMENTO......eee e e e e e e e e e eees

Figura 30- Representacdo do tamanho de cristalito das amostras controle. (a)
Apods 1 dia de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento................

Figura 31- Grafico de distribuicbes de microdeformacbes de rede das
amostras GEL1. (a) Apos 1 dia de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de
ENVEINECIMENTO......uei e e e e e e e e aeees

Figura 32- Representacdo do tamanho de cristalito das amostras GEL1. (a)
Apos 1 dia de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento................

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

72

74

75

75



Figura 33- Grafico de distribuicbes de microdeformagcbes de rede das
amostras GEL2. (a) Apds 1 dia de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de
ENVEINECIMENTO.......ee e e e e e e e aeees

Figura 34- Representagdo do tamanho de cristalito das amostras GEL2. (a)
Apos 1 dia de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento................

Figura 35- Espectros de IVTF das apatitas sintetizadas apds os dois periodos
de envelhecimento estudados............coooiiiiiiii i

Figura 36- Espectro de IVTF Ida gelatina utilizada para a sintese dos
COMPOSITOS HAP/GEL......coeeeiiieeeeee ettt

Figura 37- Espectros de IVTF das amostras controle apds os dois periodos de
envelhecimento eStudados...........ovueiiiiiiii e

Figura 38- Espectros de IVTF dos compositos HAP/GEL apds os dois
periodos de envelhecimento estudados...........cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e,

Figura 39- Microscopias dos pos das apatitas sintetizadas (a) Amostra
Controle com 1 dia de envelhecimento (b) Amostra Controle com 21 dias de
envelhecimento (c) GEL1 com um dia de envelhecimento (d) GEL1 com 21
dias de envelhecimento (e) GEL2 com 1 dia de envelhecimento (f) GEL2 com
21 dias de envelneCiMENTO.........ooiiiiiiiii e

77

44

80

82

84

85

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Exemplo do uso clinico de biomateriais..............ccccceeieeiiiiiiiieeeceeenn.

Tabela 2- Logaritmo da constante do produto de solubilidade de alguns
fosfatos de CAICIO. ......ooo e e

Tabela 3- Composicao quimica dos principais tecidos humanos calcificados.....
Tabela 4- Distribuicao e tipos de colageno.............oooeeiiiiiiiiiiiiiiee e
Tabela 5- Caracteristicas do colageno como biomaterial..............ccccccvvviiniinnnn.

Tabela 6- Condi¢gdes de sintese do compdsito HAP/GEL e das amostras de
(70T 11 o] [ TS PRSP

Tabela 7- Fungdes instrumentais que representam os efeitos instrumentais
sobre 0 perfil de diffaGa0.........oveiieie e

Tabela 8- Coeficientes e constantes obtidas do refinamento de estrutura do
CeO, utilizados como padrao em todos os refinamentos de estrutura das
amostras presentes neste trabalno..............ccooiiii i

Tabela 9- Estrutura da hidroxiapatita conforme a ficha ICSD #203027, adotada
para o inicio do refinamento da estrutura.................ccooeeii i,

Tabela 10- Paradmetros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da AC com 1 dia de envelhecimento............cccoooviiiiiiiiiiiiiiieeee e,

Tabela 11- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL1 com 1 dia de envelhecimento................cccovvueeeeenn.

Tabela 12- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL2 com 1 dia de envelhecimento................ccceeeeene.

Tabela 13- Parametros estruturais obtidos apos o término do refinamento de
Rietveld da AC com 21 dias de envelhecimento..............o.ceeeeiiiiiiiiieieeeeeiiee

Tabela 14- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL1 com 21 dias de envelhecimento......................c........

Tabela 15- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL2 com 21 dias de envelhecimento...........c....cccccoeenn.

Tabela 16- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da AC sinterizada com 1 dia de envelhecimento............c..cccccooviiinnnnn..n.

Xii

14

19

22

24

34

37

37

46

48

49

50

53

54

55



Tabela 17- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL1 sinterizada com 1 dia de envelhecimento.................

Tabela 18- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL2 sinterizada com 1 dia de envelhecimento.................

Tabela 19- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da AC sinterizada com 21 dias de envelhecimento..............ccccccc.......

Tabela 20- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL1 sinterizada com 21 dias de envelhecimento.............

Tabela 21- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de
Rietveld da amostra GEL2 sinterizada com 21 dias de envelhecimento.............

Tabela 22- Absorg¢des caracteristicas no IV dos grupos funcionais estudados...

Xiii

62

67

68

79



LISTA DE SIGLAS

ACP: Fosfato de calcio amorfo

AC: Amostra controle

ax: Funcao de assimetria

COL: Colageno

CD-HAP: Hidroxiapatita Deficiente

CHAP: Hidroxiapatita carbonatada

CHAP-A: Hidroxiapatita carbonatada do tipo A
CHAP-B: Hidroxiapatita carbonatada do tipo B
CHAP-AB: Hidroxiapatita carbonatada do tipo AB
DNA: Acido desoxirribonucléico

DCP: Monoidrogeno fosfato de calcio

DCPD: Monoidrogeno fosfato de calcio diidratado
DRX: Difracéo de raios X

Dwq: Estatistica de Durbin- Watson

EUA: Estados Unidos da América

EXAFS: Espectroscopia de absorcao de raios X

IVTF: Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Xiv

fwhm: (full-width-at-half-maximum): Largura-total-a-meia-altura de um pico de
difragdo. No texto serdo mantidas as iniciais do nome em inglés, por ser parte do

jargao internacional
f. Fase presente na amostra
Fg: Funcdes de largura-total-a-meia-altura

G: Fungao de perfil gaussiana

Gk : Funcao de perfil Gk adotada no programa GSAS semelhante a fungao pseudo-

Voigt de Thompson, Cox & Hastings



XV

GEL: Gelatina

GEL1: Compdsito HAP/GEL com adi¢ao de 3 g/L de gelatina
GEL2: Compdsito HAP/GEL com adi¢ao de 4 g/L de gelatina
GPa: Giga Pascal

(Gly-X-Y)n: Sequéncia de aminoacidos repetitiva (Gly: glicina; X: prolina (Pro) e Y:
hidroxiprolina (Hyp))

HAP: Hidroxiapatita

HAP/GEL: Compadsito hidroxiapatita/gelatina

HAP/COL: Compdésito hidroxiapatita/colageno

HAP/PLLA: Compdésito hidroxiapatita/acido polilactico

h, k, I: indices de Miller

lo: Intensidades observadas

lc, Intensidades calculadas

JHS: Industria de materiais para a medicina e odontologia
JCPDS: Joint Committee of Powder Diffraction Standards
k? : Multiplicidade da reflexdo

k°: Pico de Bragg

L: Funcao de perfil lorentziana.

Lpk: Fator de Lorentz-polarizagao

LIMAC: Laboratério Interdisciplinar de Materiais Ceramicos
M: Funcdo de minimizagao

m: Massa da cela unitaria

MCPA: Diidrogenofosfato de calcio anidro

MCPM: Diidrogenofosfato de calcio monoidratado

MPa: Mega Pascal

MET: Microscopia eletrbnica de transmisséo



XVi

MEV: Microscopia eletronica de varredura
Nobs: Numero total de observacgoes

Nvar: NUmero de variaveis

OCP: Fosfato octacalcico

PLLA: Acido polilactico

PGA: Acido poliglicélico

PE: Polietileno

pV: Funcéao de perfil pseudo-Voigt

Pk: Funcgao orientagao preferencial

RNA: Acido ribonucleico

Ruwp: indice ponderado da qualidade do refinamento em fungdo dos pontos do perfil
de difragao de raios X

Rp: indice da qualidade do refinamento padrao

Rg: Indice da qualidade do refinamento em funcéo das intensidades dos picos de
Bragg

TTCP: Tetracalcio fosfato

IVTF: Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier
V: Volume da cela unitaria

Yui: Intensidade da radiagcéo de fundo (background)

XPS: Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

B-TCP: Beta-Tricalcio fosfato

a-TCP: Alfa-Tricalcio fosfato



XVii

LISTA DE SIMBOLOS MAIS RELEVANTES

|Fk|: Fator de estrutura onde estao todos os parametros estruturais
n: Fragao Lorentziana para a fungéo de perfil pseudo-Voigt

n., - Coeficiente misturador das contribuigbes gaussiana e lorentziana

®: Angulo de fase

Sy: Fator de escala da fase ¢ o qual é utilizado na analise quantitativa

®(20): Funcao que define a distribuicdo do comprimento de onda da radiagdo X
I': Largura-total-a-meia-altura (sigla em inglés, fwhm)

v: Alargamento de linha lorentziano

o%: Variancia gaussiana

20: Angulo de Bragg

v%: “goodness of fit” ou precisdo do ajuste



XViii

SUMARIO
CAPITULO 1. INTRODUGAOD ... 1
INTRODUGAOD ... et eee e 2
CAPITULO Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 6
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 7
LD BIOMATERIALIS ...ttt e e e e e eeeees 7
1.2 BIOMATERIAIS CARAMICOS ... 10
.3 HIDROXIAP A T I T A ettt e e e e e e e e e e e e e eenns 10
[1.4 HIDROXIAPATITA CARBONATADA (CHAP) oo 15
I1.4.1 Preparacédo da Carbonato Apatita TIpO A..ceeeeeeieeeeeeiieeeeeeeeeeee, 17
I1.4.2 Preparacédo da Carbonato Apatita do TipO B ........eeceeeeeieiiiiiiiiinn. 17
1.5 APATITA BIOLOGICA ... 18
1.6 COLAGENO NO TECIDO BIOLOGICO .....oooiiiiiieieieeeieie e 20
[1.6.1 TIPOS A€ COIAGENO ...t 21
1.7.COMPOSITOS FOSFATO DE CALCIO/COLAGENO........ccccoeriririricnnnnns 24
CAPITULO Ill. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ....oooviiiiiieeee e 30
[Il. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..o 31
1.1 SISTEMA UTILIZADO PARA A SINTESE ....c.oooeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 31
l1l.1.1 Sintese e Preparacédo da Hidroxiapatita...........cccccceeeeeeeeeeeeeeinnnnnnn. 31
H.1.1.1 AMOStra CoNtrole ..o 32
[11.1.1.2 Amostras com adicao de gelatina (Compésitos HAP/GEL)...... 32
1.1.2 ENVEINECIMENTO ...ttt 33
L S I ST o= T [ =3 o PPN 34
L R Y1 | (=] 4T} [ 34
.2 CARACTERIZAQAO DAS APATITAS SINTETIZADAS ..., 35
[11.2.1 DifraCa0 de RAIOS X...cooeieieiiiiiiiee et e e 35
[11.2.1.1 Coleta de dados de difracdo de raios X.......cceeeeeeeeeiieeeiiininceeennnn. 35
[11.2.1.2 ldentificagao das faSES ..........cccciuumiiiiiiiiiiiii e 36
[11.2.1.3 Refinamento de Rietveld.........ccooeiiiiiiiiie e 36

[11.2.1.4 Método de Rietveld e alguns modelos matematicos utilizados
NO Programa GSAS ...t e e e e e e et e e e aaae 38

[11.2.2 Espectroscopia de absorg¢é&o naregido do Infravermelho............. 44



[11.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ........ccccoeeeeieeiiiiiiinnnnnnnn. 44
CAPITULO IV. RESULTADOS E DISCUSSAO .....coooveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 45
IV. RESULTADOS E DISCUSSAO. ... 46

IV.1 Refinamento das estruturas pelo Método de Rietveld das
amostras nao tratadas termiCamente ... 46

IV.1.1 Amostras com 1 dia de envelheCimento.........ccccceveveiniieeiiinnninnnnnns 47

IV.1.2 Amostras com 21 dias de envelhecimento.........ccoooeveeiiiiiiiiiieenee. 52

IV.1.3 ESTUAO COMPATALIVO.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieiieaibeseeeeabsaeeseeeseeaeeaneaaaaees 57

IV.2 Refinamento das estruturas pelo Método de Rietveld das amostras
tratadas termMiCAMENTE ......ooviiiiieieieeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e eeees 60

IV.2.1 Amostras com 1 diade envelhecimento......cccccceeieeiiieeiieiiiiiiieeeee. 60

IV.2.2 Amostras com 21 dias de envelhecimento.......cccccccceeeeeiiiieeieinnnnnnn. 66

[V.2.3 EStUAO COMPAratiVO.....cceeeiiiiiiiieeeeeeeeeeeee et 71

IV.3 Andlise de tamanho de cristalito e microdeformacdo da rede
(oF A= = 11 o = VPP 72

IV.4 Caracterizacdo estrutural das apatitas nanoestruturadas por

Espectroscopiade Infravermelno ... 78

IV.4.1 EStudo COmMParatiVo .........ouuuiiiieeeeeiieieiee e 82
IV.5 Caracterizacdo morfolégica por Microscopia Eletronica de

RV 2= U =0 [ U1 P 86

CAPITULO V. CONCLUSOES ..ottt 89

CONCLUSOES ...ttt ettt 90

PERSPECTIVAS FUTURAS . ...ttt e e e e e enns 92

REFERENCIAS . ..o 93

XiX



CAPITULO |

INTRODUCAO



INTRODUCAO

O ser humano, no seu processo de evolugcdo, tem se preocupado em
restaurar ou substituir partes danificadas do tecido 6sseo. Ja em meados do século
XVII, Fallopius implantou uma placa de ouro para restaurar um defeito craniano, e
desde entao se tem usado os implantes para a substituicdo de partes danificadas do
sistema 6sseo.

A partir dessa tentativa, numerosos materiais tém sido utilizados, mas muito
poucos tém tido resultados satisfatérios ja que a maioria provoca, em maior ou
menor grau, uma resposta imunoldgica negativa do organismo receptor. "2

De acordo com Williams (1987), os biomateriais podem ser definidos como
substancias de origem natural ou sintética que séo toleradas de forma transitéria ou
permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos. Eles
sao utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou substitui
algum tecido, 6rgdo ou funcéo do corpo. *

Os principais avancos no campo dos biomateriais tém ocorrido principalmente
devido ao aumento do numero de pacientes que necessitam obter melhora na
qualidade de vida. O crescimento da expectativa de vida aumenta o numero de
pacientes nos hospitais em funcao principalmente da ocorréncia de osteoporose e
de outras patologias envolvendo fraturas e perdas 6Osseas. No Brasil, 8,6 % da
populacdo tem mais de 60 anos e estima-se que o numero de idosos duplique em
relagdo ao de hoje, chegando a 32 milhdes em 2025. *

Nos Estados Unidos sdo investidos anualmente mais de cinco bilhdes de
dolares em dispositivos usados na reconstrucéo ortopédica (Figura 1). ° Além disso,

a ampliagdo do numero de pacientes nos hospitais também esta diretamente



correlacionada a proliferacdo de veiculos de transporte, gerando aumento no
numero de acidentes com lesdes graves. O desenvolvimento das técnicas cirurgicas
também tem expandido a demanda por proteses, implantes e equipamentos

médicos. °

Merecado de Dispositives

Reconstrutivos Ortop édicos
£5 .41 Bilhbes

Oﬁm $3 003

Figura 1- Investimentos feitos pelos EUA em 2005 no emprego de dispositivos utilizados na
reconstrugéo ortopédica (Extraido de BIOMET, 2005).

O osso humano é composto por material organico e inorganico e por
substancias essenciais como a agua. A fase orgéanica é constituida principalmente
pelo colageno tipo-l, por proteinas nao-colagénicas e por células que atuam na
formagdo e na dissolugdo da matriz 6ssea. A fase inorganica € constituida
majoritariamente por hidroxiapatita, Caqo(PO4)s(OH),, e contém pequenas
quantidades de: Mg®*, Na*, Zn?*, COs*, HPO,*, Cl'e F.’

A hidroxiapatita € uma das principais bioceramicas usadas na regeneragao de
tecidos 6sseos. A similaridade com a parte inorganica dos tecidos calcificados no
que se refere a estequiometria, cristalinidade e composi¢cao quimica fazem com que
esta bioceramica seja utilizada como material biocompativel e bioreabsorvivel no

preenchimento de defeitos dsseos ou como cobertura em implantes metalicos. & % 1°



A hidroxiapatita carbonatada € um sistema de grande importancia devido a
sua similaridade com a bioapatita dos tecidos calcificados e por sua alta taxa de
dissolugdo em meio bioldgico. Poucos trabalhos tém sido realizados sobre métodos
de preparacao de hidroxiapatita, em especial das hidroxiapatitas carbonatadas
nanoestruturadas e sobre a caracterizacdo quimica e estrutural deste material. A
preparagdao de materiais nanoestruturados exige modificagcbes nas técnicas de
sintese a fim de mimetizar estruturalmente as bioapatitas. Exemplo disto é a
utilizagdo de baixa temperatura, alto valor de pH, adicdo lenta dos reagentes e
tempo de digestdo pequeno, que contribuem para a produgdo de nano cristais de
apatita. '' Estes parametros de sintese afetam a morfologia, o tamanho de particula
e a cristalinidade do material e, essas propriedades influenciam diretamente no tipo
de aplicacdo da apatita. "2

Existem algumas desvantagens especificas que ainda limitam o uso da HAP
ceramica para substituicdo de tecidos duros, tais como sua natureza fragil, a
realidade conflitante entre porosidade e resisténcia mecanica e o problema de
migragdo das particulas. A fim de minimizar, ou até mesmo superar estes
problemas, uma solugao seria mistura-la a um ligante adequado. Nesse sentido, tém
sido empregados varios biopolimeros, tais como colageno, cola de fibrila, gelatina,
quitosana e alginato. ' 1516

Assim, o objetivo geral desse trabalho foi propor uma rota de sintese na qual
a HAP fosse obtida por reagao de precipitacdo diretamente sobre o colageno, com
composi¢cao quimica e cristalinidade similar a uma apatita bioldgica.

De um modo especifico desejou-se verificar o efeito da adicdo de gelatina
comercial na estrutura cristalina da HAP e em algumas das suas propriedades, tais

como cristalinidade, defeitos cristalinos e microdeformacao.



Esta dissertagdo esta dividida em cinco capitulos. O Capitulo | apresenta a
introducao do trabalho realizado.

O Capitulo Il traz a revisao da literatura, que aborda uma definicdo para os
biomateriais, enfatizando a bioceramica de hidroxiapatita e suas aplicagdes.

O Capitulo 1l descreve o procedimento experimental utilizado para a
obtencéao e caracterizagao do compdésito HAP/GEL.

O Capitulo IV apresenta os resultados obtidos a partir das técnicas de
caracterizagcao de DRX, Espectroscopia de absor¢ao na regiao do Infravermelho e
Microscopia Eletrénica de Varredura junto a discusséo da analise desses resultados.

O Capitulo V traz as conclusbes a respeito dos estudos realizados nesta

dissertacao.
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ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 BIOMATERIAIS

Biomateriais sao materiais naturais ou sintéticos usados para restaurar ou
substituir tecidos danificados, interagindo com o sistema biolégico e recuperando
sua fungdo. ' '® A demanda por novos biomateriais para regeneracéo ortopédica e
dentéria tem crescido fortemente nos ultimos 20 anos devido ao numero crescente
de casos clinicos que necessitam destes materiais e também pelo aumento da
expectativa de vida do individuo.

Uma pesquisa divulgada nos Estados Unidos em 1994 mostrou que sao
produzidos anualmente mais de 5.000.000 (cinco milhdes) de implantes no pais e
mais de 3.000.000 (trés milhdes) na Europa. Séo realizados anualmente nos EUA
mais de 500.000 procedimentos com enxertos 6sseos e estima-se que o dobro seja
realizado no resto do mundo. ° Estima-se que o mercado de implantes tenha taxa de
crescimento de 11 % ao ano, o que demonstra grande interesse pela producao de
biomateriais para uso ortopédico e dentario, tanto que o periodo entre 2000-2010 foi
declarado pelas Nagdes Unidas como sendo “a década do osso e da junta.” ®

No Brasil, o uso de implantes ortopédicos tem crescido devido ao grande
numero de acidentes de trabalho, de transito e pela violéncia. Estima-se que no
Brasil sejam realizadas cerca de 150 mil préteses de quadril e joelho e 50 a 100 mil
implantes dentarios por ano. %°

Grande parte dos biomateriais usados no nosso pais € importada gerando

gastos elevados pela Previdéncia Social. Desta forma, o desenvolvimento cientifico

e tecnoldgico brasileiro na area de biomateriais tornou-se uma obrigagcdo para



atender as necessidades da populagao no que se refere a melhoria da saude publica
e reducao de custos.

A primeira geragao de biomateriais (durante os anos 1960 e 1970) abrangia
0s materiais bioinertes, ou seja, aqueles que eram tolerados pelo organismo e nao
provocavam reacgoes inflamatoérias ou infecciosas no local da implantacdo. Nessa
época destacaram-se os implantes de titdnio e ago. Nos anos 1980, surgiu a
segunda geragdao de biomateriais, baseada nos materiais bioativos e
bioreabsorviveis. As ceramicas (hidroxiapatita-HAP, pB-tricalcio fosfato-TCP),
biovidros e polimeros (colageno-COL, acido L-polilactico-PLLA, acido poliglicélico-
PGA, etc) sdo exemplos destes biomateriais. As caracteristicas de bioatividade e
bioreabsor¢cao foram inicialmente associadas aos biomateriais de forma individual,
ou seja, produziam-se materiais apenas bioativos ou apenas bioreabsorviveis.
Posteriormente, esses conceitos foram unificados e passou-se a produzir materiais
que possuiam ambas caracteristicas. Exemplos destes materiais sdo os compdsitos
de HAP/COL, HAP/PLLA, dentre outros. Esses materiais sdao capazes de
estabelecer ligagdo com o tecido 6sseo e apds certo tempo sofrer degradacgao,
promovendo a osteointegragcao e a osteocondugao, contribuindo para a regeneragao
natural do tecido. "% %

A terceira geragao de biomateriais comegou a surgir no final da década de
1990 e consiste na produgédo de biomateriais com potencial regenerativo do préprio
tecido pela estimulagdo de genes que iniciam o reparo no local da perda ou da
doencga Ossea. Essa geracdo de materiais esta associada a técnica de engenharia
de tecidos e a regeneragao de tecido in situ. A primeira refere-se ao emprego de
“scaffolds”, como materiais de sustentacdo, e estes sdo associados a células e

proteinas necessarias para regeneragao do tecido vivo. As células sédo cultivadas e



apos sua diferenciacdo sao implantadas no paciente. A segunda emprega materiais
na forma de compdsitos constituidos de biomateriais, fatores de crescimento e
biomoléculas que tém a propriedade de estimular a regeneragédo do tecido quando
introduzidas no local do reparo. 2 242

Portanto, a nova geragdo de biomateriais tem como objetivo diminuir o risco

de rejeicao do tecido, acelerar o periodo de recuperagdo e aumentar a qualidade

dos implantes e da vida das pessoas (Figura 2), uma vez que a formagao 6ssea tem

)‘ 24

sua atividade diminuida com a idade (Figura 3

(50T (17 W2 0]
BAZEC APPRTENG

Expectativa de Vida (31)
OSN8ABBIESg

cesBgagz38sg
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Tdade

— Ezpectatrea de Vida
------ Cualidads Ossea

Figura 2- Expectativa de vida da populacédo nos anos de 1990 e 2000 comparada com a qualidade
Ossea de pessoas de mesma idade (Extraido de HENCH, 1998).

Twrabiidade do Caze (B0)
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Figura 3- Efeito da idade na durabilidade do osso em homens e mulheres (Extraido de HENCH,
2000).
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1.2 BIOMATERIAIS CERAMICOS

Os primeiros dados sobre a utilizacdo de materiais ceramicos como enxerto
6sseo comegam com Albee em 1920, que utilizou uma ceramica de fosfato tricalcico
para regenerar um defeito ésseo e para a formagdo de osso novo. Entretanto,
somente 50 anos depois comegaram a aparecer diferentes tipos de ceramicas de
fosfato de calcio como materiais implantaveis para aplicagdo em medicina e
odontologia. Em 1974 foi publicada a primeira aplicagdo odontolégica do B-fosfato

tricalcico no tratamento de doencgas periodontais, 2 %

seguindo-se em 1975, pelo
trabalho de Nery et al, com B-fosfato tricalcico, com a introdugdo do conceito de
porosidade como uma caracteristica importante para estes tipos de bioceramicas.

A grande aceitagdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de calcio
deve-se, principalmente, ao seu alto grau de biocompatibilidade, que provavelmente
esta associado a sua similaridade quimica com os materiais normalmente

encontrados no tecido 6sseo. Entre as ceramicas com melhor desempenho estao os

biovidros , a alumina, a B-TCP (Beta-Fosfato tricalcico) e a hidroxiapatita. %°

1.3 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita (HAP) é o principal constituinte inorganico dos tecidos
calcificados representando de 30 a 70% da massa dos ossos e dentes,
respectivamente. Por ser um material com composi¢ao quimica e estrutura similar a
fase mineral dos tecidos dsseos, ela € amplamente usada como biomaterial na area
médica (Tabela 1). A HAP é biocompativel com o tecido 6sseo, ndo induzindo a

rejeicdo por parte do tecido, e é bioativa, permitindo a ligacdo quimica entre o
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material e o tecido 6sseo (osteointegracdo) e favorecendo o crescimento 6sseo

sobre a superficie do material ou entre ele (osteoconducgao).

29, 30, 31, 32,6

Tabela 1- Exemplo do uso clinico de biomateriais (Adaptada de SHIRTLIFF & HENCH, 2003).

Aplicacéo Materiais
Ortopédica Al,O4
ZrO; estabilizado
P6 de HAP

Recobrimento de superficie — ligagéo bioativa

Preenchimento 6sseo

Implantes dentarios

Tendao e ligamentos artificiais

Obliteragéo de espagos periodentais

Reconstrugao maxilofacial

Cirurgia espinhal

Tratamento terapéutico de tumores

Valvulas cardiacas artificiais

Otolaringologia

Po6 de vidro bioativo

HAP
Ceramicas de vidro bioativas

Fosfato Tricalcio
Sais fosfatos calcio

Al,O3
HAP
Vitroceramicas

Compésitos de PLLA/fibra de carbono

HAP
Compésito PLLA/HAP
Fosfato Tricalcio
Sais de fosfatos calcio
Vitroceramicas

Al,O3
HAP
Compésito HAP/PE
Vitroceramicas

Ceramicas de vidro bioativas
HAP

Vidros de aluminossilicatos dopados com terras
raras

Recobrimento com carbono pirolitico

Al,O4
HAP
Vidros bioativos
Vitroceramicas
Compésito HAP/PE

eI HAP — Hidroxiapatita, PE — Polietileno e PLLA — acido polilactico.

O uso da HAP nao se restringe a area médica como material biocompativel,

no tratamento de defeitos e enxertos 6sseos. Ela também é empregada na area
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ambiental, como absorvedor de metais pesados em rejeitos industriais, solos e
aguas poluidas. 3% ** Na area farmacéutica é utilizada como separador de proteinas
em coluna cromatogréfica. % Na catdlise, a HAP tem sido proposta em reacdes de
desidratagdo e desidrogenacdo de alcoois e oxidagdo do metano. *® 3* Essa
variedade de aplicagbes faz da HAP um dos sistemas mais promissores no
desenvolvimento de novos materiais a base de fosfatos.

A hidroxiapatita possui formula molecular Cao(PO4)s(OH), e cristaliza-se
segundo o grupo espacial P6s;/m, num sistema hexagonal, com parametros de rede
a e ciguais a 9,418 e 6,884 A, respectivamente. Os atomos de calcio e os oxigénios
do grupo PO,> formam um arranjo hexagonal no plano perpendicular ao eixo
cristalino de maior simetria (eixo c), como pode ser visto na Figura 4. O grupo fosfato
apresenta um arranjo tetraédrico e € constituido por diferentes sitios: 1 O(l), 1 O(ll) e
2 O(lll). Os dez ions Ca?* apresentam arranjos diferentes: quatro calcios constituem
o sitio Ca(l) e estdo rodeados por nove oxigénios (3 O(l), 3 O(ll) e 3 O(ll)). Os outros
seis, constituem o sitio Ca(ll) e estao rodeados por seis oxigénios (1 O(l), 1 O(ll) e 4
O(lll)) e uma hidroxila. Os atomos de Ca(ll) formam tridngulos ao longo do eixo ¢
apresentando rotagdo de 60° de cada um. A HAP é uma variacdo da fluorapatita,
Ca19(PO4)sF2, onde o grupo hidroxila ndo esta localizado exatamente no centro do
triangulo de Ca(ll) encontrando-se deslocado ao longo do eixo ¢ de
aproximadamente 0,20 A. 2930.31. 3%

A estrutura da HAP permite facilmente substituicdes catidbnicas e anibnicas.
Os ions Ca®" podem ser parcialmente ou completamente substituidos por K*, Na*,
Ba®*, Sr**, Zn** e Pb*" e os ions PO, por F, CI" HPO,*, AsO,>, COs* e VO,

Substituicdes no canal da hidroxila também podem ocorrer por CI', F- e CO5*. Dentre
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as diversas possibilidades de substituigdes ibnicas em sua estrutura as substituicbes

pelo grupo carbonato, CO3?, apresentam grande relevancia.

30, 18

A estrutura da hidroxiapatita esta representada pela Figura 4.

Figura 4- Estrutura cristalina da HAP. Projecdo no plano 001 (Adaptada de IVANOVA, 2001).

As propriedades da hidroxiapatita sdo fortemente dependentes do método de

preparagao. Valores da razdo Ca/P e algumas substituicées influenciam, dentre

outros fatores, a estabilidade do material. Hidroxiapatitas estequiométricas, ou seja,

com razao Ca/P igual a 1,6667, apresentam boa cristalinidade e sao estaveis até

1200°C. Em temperaturas acima de 900°C, este material passa por um processo de

densificacdo transformando-se em um material ceramico. Ceramica vem da palavra

grega “keramus” que significa coisa queimada. Numa definigdo simplificada,

materiais ceramicos sdo compostos de elementos metalicos e ndo metalicos, com

excecao do carbono. Dessa forma, as apatitas deficientes em calcio (Ca/P < 1,67)
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decompdem-se em B- fosfato tricalcio (B-TCP) a partir de 800°C, enquanto que as
apatitas ricas em calcio (Ca/P>1,67) decompdem-se em CaO. 8%

A solubilidade das apatitas € um fator importante para seu comportamento in
vivo. Fatores como morfologia, composi¢cdo, tamanho de cristal e cristalinidade,
afetam a dissolugdo do material. % 3" A Tabela 2 apresenta os valores do logaritmo
da constante do produto de solubilidade de alguns fosfatos de calcio. '® Observa-se

que a hidroxiapatita € o sistema menos soluvel dos diversos tipos de fosfatos de

calcio e que a solubilidade depende da razao Ca/P.

Tabela 2- Logaritmo da constante do produto de solubilidade de alguns fosfatos de calcio [al (Extraido
de DOROZHKIN, 2002).

Nome Férmula Ca/P Simbolo Solubilidade a
25°C,
-log(Ksp)
Dihidrogeno fosfato de Ca(H;POy),.H,0O 0.50 MCPM 1,14
calcio monohidratado
Dihidrogeno fosfato de Ca(HoPO,), 0.5 MCPA 1,14
calcio anidro
Monohidrogeno fosfato CaHPO, 1.00 DCP 6,90
de calcio
Monohidrogeno fosfato CaHPO,.2H,0 1.00 DCPD 6,59
de calcio dihidratado
Fosfato octacalcico CagH,(PO4)s.5H.0 1.33 OCP 96,6
Hidroxiapatita Caox(HPO4)(PO4)ex(OH), 1.50-1.67 CD-HAP =~ 85,1
Deficiente
Fosfato de Ca3(P0Oy4)2.nHO 1.5 ACP [b]
calcio amorfo n= 3-4.5;
15-20% H,0
a- Fosfato Tricalcio a-Caz(POy), 1.5 a-TCP 25,5
B- Fosfato Tricalcio B-Ca3(PO,) 1.5 B-TCP 28,9
Hidroxiapatita Cayo(PO4)s(OH), 1.67 HAP 116,8
Fosfato Tetracalcio Cay(P0O4).0 2.00 TTCP 38-44

I A solubilidade ¢ dada como o logaritmo do Froduto idnico para dado composto (excluindo a agua
de hidratagdo) com concentragcées em mol/L; *I Nao pode ser medido precisamente. Entretanto, os
seguintes valores sao reportados na literatura: 25,7 (pH 7,40), 29,9 (pH 6,00) e 32,7 (pH 5,28).
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1.4 HIDROXIAPATITA CARBONATADA (CHAP)

A substituicdo pelo grupo carbonato na estrutura da hidroxiapatita pode
ocorrer de duas maneiras distintas: o fon CO3* pode substituir o ion PO4*> formando
uma carbonato apatita do tipo B (CHAP-B), como também pode substituir o ion OH",
formando uma carbonato apatita do tipo A (CHAP-A). Além destas duas
substituicdes, o ion CO3s* pode ser inserido em ambos os sitios de PO,> e de OH,
formando uma carbonato apatita do tipo AB (CHAP-AB). Estes tipos de substituicdo
contribuem para alterar os parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura
superficial, a solubilidade e a estabilidade da estrutura da HAP. 2% %

A substituicdo no sitio A causa uma expansao do parametro a e uma
contracdo do parametro c. Isto ocorre porque o ion carbonato é maior que o
hidroxido. A substituicdo no sitio B tem efeito contrario, ou seja, ocorre uma
contracdo do pardmetro a e uma expansao do parametro ¢, uma vez que 0O ion
fosfato € maior que o fon carbonato. 2 *® * Uma explicacdo para a expansdo ou
contracdo do eixo ¢ nao é detalhada na literatura.

A presenca de carbonato na estrutura da apatita proporciona um aumento da
solubilidade e da taxa de dissolugao dos cristais da apatita. Além disso, a presenca
de ions carbonato tem grande efeito na cristalinidade da estrutura e tamanho de
cristal. A formacdo de cristais menores contribui para um aumento da area
superficial e da taxa de dissolugdo, como também provoca um alargamento dos
picos de difragdo. Estudos mostram que a substituicdo pelo ion carbonato gera uma
grande desordem estrutural criando vacancias de Ca®* e OH. Esta desordem

também reflete na periodicidade dos planos cristalograficos observada pelos raios X.

36, 29
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A substituicdo do ion OH por um ion COs* provoca alteragdes na estrutura
que sao recompensadas pela neutralizacdo das cargas. Nesta substituicdo, dois

hidroxidos sdo trocados por um carbonato e uma vacancia de OH". 338

2 OH —» Vou + CO5* (1)

A substituicdo de um ion PO4* por um ion CO3s* produz grandes mudancas
na estrutura local do sitio. Para manter a neutralidade das cargas, a substituigao

gera uma perda de um grupo OH™ e um ion Ca®*. 3038

Ca?* + PO4> + OH — V¢, + COs% + Von (2)

A morfologia do cristal sofre alteragées quando ocorre substituicdo do PO, e
OH pelo grupo COs*. Os cristais que apresentam forma acicular passam a ter
morfologia mais esférica com o aumento do teor de carbonato. 3¢ %°

A estabilidade térmica da apatita também ¢ influenciada pela presenca do ion
carbonato. A CHAP decompde-se em temperaturas menores com o aumento do teor
de carbonato. Na decomposi¢cdo da CHAP, 6xido de calcio (CaO) é formado como
fase secundaria. *

A estrutura de uma carbonato apatita ainda nido foi determinada de forma
precisa e ha muitas propostas sobre sua configuragdo. Em uma hidroxiapatita, o
grupo fosfato apresenta duas faces paralelas e duas faces inclinadas ao eixo c.

Estudos indicam que para uma carbonato apatita do tipo B, o triangulo formado

pelos oxigénios do grupo COs* ocupa uma das faces do grupo PO, inclinada com
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relagdo ao eixo c. Na carbonato apatita do tipo A, o grupo CO3s* encontra-se num
plano paralelo ao eixo c. 38 39:40. 41,42, 43,44
O tipo de substituicdo na apatita é influenciado pelas condicbes em que se

processa a reagao. Os métodos de sintese juntamente com os parametros da

preparacao determinam o tipo da substituigao.

[1.4.1 Preparacéo da Carbonato Apatita Tipo A

As carbonato apatitas do tipo A sao preparadas a partir da HAP sob fluxo de
CO,, em alta temperatura, aproximadamente 900°C. A formacdo de CHAP-A ocorre

segundo a reagao abaixo:

Ca10(PO4)6(OH)2 + x CO» g Ca1o(PO4)6(OH)2_2X(CO3)X + x H.O (3)

Essas apatitas possuem alto grau de cristalinidade e sdo estaveis em

temperaturas acima de 800°C. 3¢ %
I1.4.2 Preparacédo da Carbonato Apatita Tipo B

As carbonato apatitas do tipo B sdo preparadas em meio aquoso através da
mistura de uma solugéo de Ca(NOs), com outra contendo (NH4),HPO4 e (NH4),CO3
numa temperatura de 80-100°C e pH igual a 11, mantido pela adigao de NH,OH.

A férmula geral que representa uma CHAP-B é dada por: *°

Ca10x+y(PO4)sx(CO3)x(OH)2.x42y (0 £ x 2 < € 2y < X) 4)
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Na sintese por via umida uma pequena parte dos ions OH sdo também
substituidos por COs%, dando origem a uma carbonato apatita do tipo AB, CHAP-AB.
A substituicdo do sitio A é favorecida em baixos teores de carbonato.*

A formula quimica que representa a substituicdo nos dois sitios &

representada por: °

Ca10.x2[(PO4)6x(CO3)][(OH)2.2/(COs),] ()

1.5 APATITA BIOLOGICA

A apatita biolégica difere da hidroxiapatita sintética e estequiométrica na
composicao, cristalinidade e estequiometria. As apatitas biolégicas nao séao
estequiométricas, ou seja, apresentam razao Ca/P # 1,67 e contém impurezas
estruturais, principalmente ions COs*. A férmula geral para a apatita bioldgica é

dada por:

(Ca, M)10(PO4, COs3, Y)s(OH, F, Cl)2 (6)

onde M representa alguns cations tais como Mg®*, Na*, Zn*' Pb*" e Y alguns anions
tais como HPO,*, VO,.% %345

A apatita biolégica presente na dentina e esmalte apresenta diferentes teores
de carbonato: 5,6 e 3,5 % em massa, respectivamente. *® No osso, a quantidade de
carbonato varia de 4-8 % em massa e depende da idade, do tipo de tecido, da fase
(formacdo ou maturacdo) e da existéncia de patologia. ** *” A Tabela 3 mostra a

composicao de diferentes tipos de tecidos calcificados. A diferenga no teor de COs*
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destas amostras modifica a taxa de dissolugdo da apatita, o tamanho, a forma dos

cristais e a cristalinidade, como mencionado anteriormente.

Tabela 3- Composicdo quimica dos principais tecidos humanos calcificados (Extraido de
DOROZHKIN, 2002).

Composicéo Esmalte Dentina Osso Hidroxiapatita
(% massa)
Componentes
Tamanho tipico
Ca 35,5 35,1 34,8 39,6
P 17,7 16,9 15,2 18,5
Ca/P 1,63 1,61 1,71 1,67
Na 0,50 0,60 0,90 -
Mg 0,44 1,23 0,72 -
K 0,08 0,05 0,03 -
CO5” 3,50 5,60 7,40 -
F 0,01 0,06 0,03 -
cr 0,30 0,01 0,13 -
P,O,* 97 70 65 100
Componentes 1,50 20 25 -
Inorgénicos totais
H.O 1,50 10 10 -
Parametro a (A) 9,441 9,421 9,41 9,430
Parametro ¢ (A) 6,880 6,887 6,89 6,891
indice de 70-75 33-37 33-37 100
cristalinidade
(HAP = 100)
Tamanho tipico de cristal 100 x50 x50 um 35x25x4 35x25x4 200-600
Produto de decomposic¢ao a B-TCP + HAP B-TCP + HAP HAP + CaO HAP
800 °C

Nas apatitas biologicas, os ions carbonatos ocupam simultaneamente o sitio
do fosfato e do hidréxido numa razao aproximada de 10:1. A ocupacao do sitio A

tende a aumentar com a idade dos ossos. A maior parte das apatitas biolégicas sao
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do tipo CHAP-B e estdo presentes em ossos recém formados, enquanto que a
CHAP-A esta presente em ossos mais velhos e sua superficie apresenta baixa

. . . T 47,48
afinidade para as células osteoblasticas.

As carbonato-apatitas sintéticas tém sido propostas como materiais para
substituicdo Ossea por apresentar composicdo mais similar a apatita bioldgica
quando comparadas com a hidroxiapatita. *° Estudos in vitro e in vivo revelaram que
o controle do teor de carbonato nas apatitas influencia a resposta biolégica do

|50

material " e que a carbonato-apatita € um material promissor, pois propicia a ligagao

do tecido com o implante. °'

1.6 COLAGENO NO TECIDO BIOLOGICO

O colageno é reconhecido como a proteina mais abundante presente nos
vertebrados, constituindo cerca de 90% da parte organica da matriz extracelular.
Devido a sua complexidade estrutural, o termo colageno € aplicado genericamente,
podendo descrever moléculas individuais, uma fibrila natural in vitro ou in situ e
agregados. >

O colageno e seu derivado, a gelatina, tém sido largamente empregados em
produtos médicos, farmacéuticos e de consumo por mais de 100 anos. >

O colageno € um material extracelular produzido por células, como os
fibroblastos, quando a hélice tripla € secretada por estas células. Suas terminacdes
sdo clivadas, resultando em um arranjo de moléculas insoluveis, as fibras de
colageno. °* > ¢ Um esquema mais detalhado de sua localizagcdo no osso é

mostrado na Figura 5.
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Figura 5- Esquema da localizagéo do colageno no tecido 6sseo (LAWSON & CZERNUSKA, 1998).

[1.6.1 Tipos de Colageno

Existem mais de 20 espécies diferentes de colageno, das quais somente 13
sd0 bem conhecidas (Tabela 4). °" 8

Ao contrario dos polimeros sintéticos, que apresentam misturas de cadeias
compostas com um comprimento variavel de unidades repetitivas, o colageno possui
tamanho, estrutura e uma sequéncia especifica de aminoacidos. Dentre todos os
tipos de colagenos existentes, mostrados na Tabela 4, o colageno do tipo | tem
despertado muita atencdo por ser a proteina extracelular mais abundante, sendo
também apontado como responsavel pela manutencao da resisténcia mecanica nos

0ss0s.%% 5758
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Tabela 4 — Distribuigc&o e tipos de colageno (modificado de FRIESS, 1998).

Tipo de Distribuigdo no Tecido
Colageno

I Pele, tenddo, osso, cornea, dentina, fibrocartilagem, grandes vasos,
intestino, utero, derme, ligamentos

I Cartilagem hialina e elastica, notocoérdio e disco intervertebral

1 Grandes vasos, parede uterina, derme, intestino, valvula do coragéo,
gengiva (geralmente coexiste com o tipo | exceto no osso, tendao e na

cérnea)
v Laminas basais, capsula do cristalino
V Cérnea, membranas da placenta, osso, grandes vasos, cartilagem

hialina, gengiva

VI Pele, musculo do coragao

VI Pele, placenta, pulméao, cartilagem, cornea
VI Produzido pelas células endoteliais

IX Cartilagem

X Cartilagem hipertrépica e mineralizada

Xl Cartilagem, disco intervertebral, humor vitreo

Xl Tendao embrionario de frango, ligamento periodontal bovino
Xl Pele fetal, mucosa intestinal

A molécula de colageno consiste em trés cadeias polipeptidicas entrelagadas,
formando uma estrutura chamada hélice tripla (Figuras 5 e 6). Cada cadeia
polipeptidica possui aproximadamente 1038 residuos de aminodcidos (Figura 6a). >

A estrutura da hélice tripla (Figura 6b) é permitida devido a uma sequéncia de
aminoacidos repetitiva chamada (Gly-X-Y),, onde Gly é glicina, X freqientemente
prolina (Pro) e Y hidroxiprolina (Hyp). Para a molécula de colageno do tipo |, duas
cadeias sao idénticas, denominadas a4, € uma € homdloga, mas quimicamente

distinta, denominada a,. %% 53 5% %6
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Figura 6- Estrutura quimica do colageno do tipo I. (a) Cadeia peptidica; (b) Enovelamento em tripla
hélice; (c) Microfibrilas (FRIESS, 1998).

A gelatina é essencialmente o colageno desnaturado e pode ser obtida por
processos quimicos, enzimaticos ou térmicos. *° A desnaturacdo & a perda da
estrutura tridimensional do colageno. Os principais agentes de desnaturagédo sao:
mudangas no pH (alteram as interagbes eletrostaticas entre aminoacidos
carregados); mudangas na concentragdo do sal — forga iGnica (devido a mesma
razdo) e mudangas na temperatura (altas temperaturas reduzem a forgca das
ligagcbes de hidrogénio). Em alguns casos é possivel a renaturagdo do colageno, ou
seja, a recuperacao de sua estrutura em hélice tripla. ®°

Vantagens e desvantagens do uso de colageno como biomaterial séo

apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5- Caracteristicas do colageno como biomaterial (KUKUROVA et al., 1999; LEE et al., 2001).

Vantagens Desvantagens
Disponivel abundantemente e facilmente Variabilidade do colageno
purificado de organismos vivos (constitui isolado (Ex. densidade de
mais que 30% dos tecidos de vertebrados) ligacdes cruzadas, tamanho da
fibra, tragos de impureza, etc.)

Nao-alergénico Hidrofilico, o que leva ao
intumescimento e mais rapida
liberagao (no caso do uso em

dispositivos de liberagao
controlada)

Biodegradavel e bioreabsorvivel Variabilidade na taxa de
degradagao quando comparado
com a degradacéo hidrolitica

Propriedades de manuseio

Baixa antigenicidade
Complexas
Nao-toxico e biocompativel Efeitos secundarios, tais como
a possibilidade de transmissao
de encefalopatia bovina (“vaca
louca”)

Sinérgico com componentes bioativos

Plastico biolégico devido a alta resisténcia
mecanica

Boa compatibilidade com células (adesao,
crescimento e migragao)

Hemostatico — promove a coagulagao
sanglinea

Sua biodegradabilidade pode ser regulada por
ligagcbes cruzadas

Compativel com polimeros sintéticos

I1.7 COMPOSITOS FOSFATO DE CALCIO/COLAGENO

Devido ao osso ser um tecido que requer algum grau de tensdo mecanica
para manter sua vitalidade, a seguranga em longo prazo de um implante permanente
de HAP é questionavel. A fim de minimizar, ou até mesmo superar estes problemas,

uma solugdo seria mistura-la a um “ligante” adequado. Nesse sentido, tém sido
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empregados varios biopolimeros, tais como colageno, cola de fibrila, gelatina,
quitosana e alginato. 4% 5% °6.61.62.63

O compésito de HAP/COL apresenta caracteristica singular, uma vez que sao
os principais constituintes da fase mineral e organica do osso, respectivamente. %6
No osso, a interacdo fosfato de calcio/colageno possui papel importante na
determinacdo das suas propriedades mecanicas. ®*

Um aspecto fundamental na sintese do compdésito HAP/COL é o crescimento
do fosfato de calcio sobre a matriz de colageno em meio aquoso de forma
semelhante ao osso natural, estruturalmente e composicionalmente. Alguns estudos
mostram que as propriedades mecanicas dos compodsitos produzidos sao de menor
alcance que os valores obtidos para o osso. ®°

Em 1995, Tenhuisen et al., produziram compdsitos contendo hidroxiapatita
deficiente em calcio microcristalina e colageno. Nesse estudo foi realizada uma
reagao acido-base entre precursores do fosfato de calcio (CaHPO,4 e Cas(PO4)20),
na presenca de uma matriz de colageno a 38°C. As razbes em massa entre HAP:
Colageno nos compésitos obtidos foram de 4,5:1, 11:1, 22:1. Verificou-se que a taxa
de formacado da HAP aumenta a medida que a concentragédo de colageno aumenta,
e que a presencga de colageno afeta o pH e as concentragdes de calcio e fosfato.

Alguns pesquisadores acreditam que, para alcangar propriedades similares as
do osso é essencial mimetizar ndo somente a composi¢cao, como também sua
estrutura.

Em 1999, Bradt et al., promoveram a formacao de fosfato de calcio sobre
fibrilas de colageno. Nesse estudo a formacgdo das fibrilas de colageno e a
mineralizagdo ocorrem num unico processo. As reagdes sao iniciadas pela mistura

simultdnea de um acido a uma solugao de colageno contendo calcio e um tampéo
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neutralizador contendo fosfato. Além disso, foi estudada a influéncia do poliaspartato
na mineralizacido. Verificou-se que a adicdo de poliaspartato melhora a interacao
entre o fosfato de célcio e o colageno.

Du e colaboradores (2000) obtiveram um método simples para produzir a
matriz de fosfato de calcio/colageno. Pelo ajuste das condi¢des de reagao, obtiveram
varios tipos de compésitos, incluindo os compdsitos de fosfato de calcio nao
cristalino/colageno, hidroxiapatita carbonatada pouco cristalina/colageno e
hidroxiapatita carbonatada pouco cristalina + fosfato tricalcico/colageno. Testes
histolégicos destes materiais revelaram uma resposta tecido-célula promissora para
o0 composito hidroxiapatita carbonatada pouco cristalina + fosfato tricalcico/colageno.

O grupo coordenado pelos professores Kikuchi et al., (1999) talvez seja o que
tenha chegado mais préximo de um arranjo composicional e estrutural do compdésito
HAP/colageno semelhante ao osso. ® ® 7% 7 Para producdo do compdsito
HAP/colageno foi utilizado o método de precipitagao por titulagao, utilizando-se como
reagentes uma solucdo de Ca(OH), (61,3 mmol.L”" de H,O) e uma solucdo de
HsPO, (99,6 mmol.L™" de H,0O) contendo 5g de coladgeno. A razdo em massa de
HAP/COL utilizada foi fixada em 4:1, e variou-se a temperatura e pH de sintese entre
25-40°C e 7-9, respectivamente. Nanocristais de HAP alinhados ao longo do eixo ¢
de fibras de colageno foram obtidos em pH 8-9 e 40°C de forma semelhante aos
encontrados no o0sso natural. Testes mecanicos realizados apresentaram variagao
com o grau de organizagao do compdsito: os valores maximos encontrados para
resisténcia a flexdo em 3 pontos e médulo de Young foram 39,5t0,88 MPa e
2,5+0,38 GPa, respectivamente. Em 2002, Chang e Tanaka usaram a

Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS) para avaliar esses



27

compdsitos, confirmando a formagdo de uma ligagdo covalente entre o Ca®* da HAP
e grupamentos R-COO™ da molécula de colageno.

Outros trabalhos publicados ndo avangaram em relagdo aos resultados ja
obtidos. Em 2003, Roveri e colaboradores produziram o compdésito HAP/COL tipo |
(razdo em massa 80/20) pelo processo de neutralizagdo usando solugao de Ca(OH),
e H3PO4. O pH da reacgdo foi ajustado entre 9-10 e a temperatura em 25°C. Foi
verificado por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) que os nanocristais de
HAP estdo alinhados com seus eixos ¢ ao longo do comprimento das fibras de
colageno.

Em 2004, um estudo desenvolvido por Bigi e colaboradores investigou o efeito
da gelatina na forgca de compressao, na evolugdo da fase e na microestrutura do
cimento de fosfato de calcio. O compdsito composto por aproximadamente 18% de
gelatina e 82% de a-tricalcico fosfato foi preparado a partir de uma solugdo aquosa
de gelatina contendo o a-tricalcico fosfato. 5% em agua de CaHPO,4.2H,0 foram
adicionados ao p6 antes de misturar com a fase liquida. Duas formulagdes do
cimento foram preparadas usando duas relacdes diferentes de liquido/pd, e suas
propriedades comparadas com amostras de controle, preparadas sem gelatina. A
presengca da gelatina acelera a reagdo de ajuste, e melhora as propriedades
mecanicas dos cimentos. A forca de compressao aumenta com a reagao de ajuste
até 10.7-14.0 MPa para os cimentos com gelatina, visto que as amostras de controle
exibem valores muito mais baixos. As propriedades mecanicas melhoradas dos
cimentos compostos com respeito as amostras de controle podem ser relacionadas
com a reducéo total da microestrutura e sua porosidade mais compacta.

Em 2005, Shu et al., investigaram o efeito da gelatina na nucleagdo e no

crescimento de cristais de hidroxiapatita carbonatada (CHAP) e a influéncia
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subsequente na microestrutura das amostras sinterizadas. Os pds nanocristalinos de
hidroxiapatita carbonatada (CHAP) foram preparados com nitrato de caélcio
tetraidratado Ca(NOs3),4H,O e hidrogenofosfato de amoénio (NH4):HPO4) na
presenca de diferentes concentragdes de gelatina em solugdo aquosa. Os
resultados de difratometria de raios X (DRX), combinados com a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (IVTF), indicaram que a concentragéo da
solugdo de gelatina é um fator predominante na inibigdo da nucleagdo e no
crescimento dos cristais de hidroxiapatita; esta inibicdo pode estar fortemente
relacionada a interacdo entre ions Ca®* na solugdo e ions R—COO™ das moléculas
de gelatina. A analise por IVTF mostrou que o p6 com 4% em agua de gelatina, apos
o tratamento térmico a 900°C por 2 horas, exibiu a fase monofasica de CHAP. A
analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrou que o p6 obtido apos
o tratamento térmico a 900°C era composto de particulas de CHAP nanocristalinas
de (50-100 nm), e que as amostras subsequentemente sinterizadas eram altamente
porosas.

Teng e seus colaboradoes (2006) verificaram o efeito da adi¢do do alginato
quanto a estrutura e morfologia em nanocompdsitos de hidroxiapatita/gelatina. Com
o aumento da quantidade de alginato, formou-se uma rede cross-linked do polimero
de alginato/gelatina, que induziu a um deslocamento gradual para o vermelho de
picos de absor¢cdo organica na analise de espectroscopia de infravermelho. As
imagens de microscopia eletrbnica de transmissao (MET) indicaram que o
desenvolvimento de nanocristais de HAP em uma mistura aquosa de
alginato/gelatina foi altamente influenciada pelo indice de alginato. No indice
crescente de alginato, as dimensdes dos cristais aumentaram e no indice elevado de

alginato, os cristais tenderam a agregar-se em conjuntos separados. Os resultados
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analises por difracdo de elétrons indicaram que o alginato promoveu o alinhamento
preferencial no sentido ¢ dos nanocristais de HAP. Os resultados da analise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostraram que uma quantidade elevada
de alginato, levava a formagado de grandes cristais de HAP apds os compostos
serem calcinados por 4 horas a 600°C.

No mercado brasileiro existe comercialmente a disposicdo um compdésito
HAP/COL em forma esponjosa. E um material composto de 25% de colageno e 75%
de HAP. Segundo o fabricante JHS, o processo de fabricagdo mantém intacta a
configuragdo helicoidal das moléculas de colageno, assim como sua estrutura
fibrosa. Este material € comercializado em embalagem, contendo de uma a trés
mantas com volumes médios de 0,9 ou 0,3 cm®, selada e esterilizada em éxido de

etileno.
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[ll. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

l1I.1 SISTEMA UTILIZADO PARA A SINTESE

O sistema utilizado para a sintese da hidroxiapatita teve as seguintes etapas:
¢ Sintese de hidroxiapatita;
e Envelhecimento;
e Secagem e desaglomeracgao;

e Sinterizacao

[11.1.1 Sintese e Preparacdo dos Compadsitos

O método escolhido para a obtencéo da hidroxiapatita foi o método aquoso ou
reacado por via umida, representada pela equagdo 7. Com este método, a
precipitacdo da hidroxiapatita ocorre devido a reacédo do acido fosférico H3PO4 (85%
P.A - Nuclear) e uma suspensao contendo hidréxido de calcio Ca(OH), (P.A -

Nuclear).

10Ca(OH), + 6HsPO; ——>  Cayo(PO4)s(OH)z + 18H,0 (7)

Em comparagdo com outros métodos sugeridos na literatura, este método foi
escolhido em virtude da simplicidade da reagao, do baixo custo dos reagentes, da
facilidade de sua compra e do grau de pureza adequado. O subproduto da reagao é

a agua, nao causando maiores problemas quanto a utilizagdo do produto da reagéo
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como biomaterial. Tanto o acido fosférico quanto o hidréxido de calcio sao muito
utilizados pela comunidade cientifica nas reacdes de precipitacao.

Com o objetivo de se obter como principal fase a hidroxiapatita, tendo em
vista a sua grande importancia como biomaterial, as propor¢gdes dos reagentes nas
reacdes executadas foram ajustadas para o valor da razdo Ca/P igual a 1,67. Foram
avaliadas as condi¢cbes de processo de precipitagcdo quimica (tempo, temperatura,
concentragao dos reagentes) que permitiram a obtencao da fase hidroxiapatita.

Tendo em vista a aplicacdo da hidroxiapatita e para evitar ao maximo as
contaminagdes, foi utilizada agua destilada para o preparo das solugbes das

amostras de controle e dos compésitos de HAP/GEL.

111.1.1.12 Amostra Controle

As amostras controle (AC) foram preparadas a partir do método de
precipitacao por titulagdo, onde sao utilizados, como reagentes, solugbes de

Ca(OH), e H3PO,4, de acordo com a equagéao 7.

[11.1.1.2 Amostras com adicao de gelatina (Compdsitos HAP/Gelatina)

Primeiramente, foram preparadas as solug¢des de gelatina, em duas diferentes
concentragodes, 3 e 4 g/L, as quais foram designadas como GEL1 e GEL2. A gelatina
comercial utilizada (Dr. Oetker®, sem sabor e sem cor) foi escolhida para o
desenvolvimento do trabalho, para verificar se as propriedades da gelatina comercial
seriam similares as de colageno puro, uma vez que, a gelatina comercial € obtida a

partir do colageno, ossos e pele de suinos. A gelatina foi dissolvida com agua
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destilada a uma temperatura de aproximadamente 42°C. Posteriormente, estas
solugdes foram usadas para dissolver o Ca(OH),.

As solugcbes das amostras controle e os compdsitos (Gelatina + H3PO4 +
Ca(OH),), foram colocadas em um béquer, sob agitacdo constante e aquecidas até
aproximadamente 42°C. A seguir, foi realizado o gotejamento de H3PO4 (1,2 mol/L).
A solucéo foi adicionada lentamente, controlando-se o gotejamento para o valor de 2
a 5 mL/min.

Durante a adi¢ao de H3PO,, a temperatura do conteudo do béquer de vidro foi
mantida constante a 42°C, com uma variagao inferior a = 2°C. A rotag¢ao foi mantida
a 200 rpm. Para tanto, foi utilizado um agitador mecanico com controlador de
temperatura. Para ajustar o pH na faixa desejada, em torno de 12, foi necessaria a

adicdo de solucdo de NH,OH concentrada.

111.1.2 Envelhecimento

Terminada a adicdo da solucdo de H3PO4, o conteudo do béquer de vidro foi
mantido a temperatura ambiente por dois diferentes periodos de envelhecimento, 1 e
21 dias, a fim de verificar qual seria o efeito da gelatina no comportamento da
estrutura cristalina a curto e longo prazo.

Durante este processo de obtenc¢do, o pH foi monitorado e mantido entre 10 e
12 até a completa reacdo dos reagentes da hidroxiapatita. E de fundamental
importancia a manutencdo dos valores de pH até que a reagdao se complete,
garantindo assim a formagéo unica de fase hidroxiapatita. Na tabela 6 a seguir, séo

apresentadas as condicdes de sintese das amostras controle e dos compdsitos.
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[11.1.3 Secagem

Ao término dos diferentes periodos de envelhecimento mediu-se o pH. Apds a
decantagdo foi retirado o excesso de agua. O residuo no béquer foi seco
completamente em estufa a temperatura de 110°C por 24 horas, para a retirada de
agua dos compositos. Apds a secagem o residuo foi desaglomerado em almofariz de

agata.

Tabela 6- Condigbes de sintese do compdsito HAP/GEL e das amostras de controle.

Condic8es de Sintese

Temperatura: 42°C

pH: 10-12

Agitacao média: 200 rpm

Tempo de envelhecimento: 1 e 21 dias
Razao Ca/P tedrica: 1,6667
Concentragédo de Ca(OH),: 2,0 mol/L

Concentragdo de H;PO4: 1,2 mol/L

[11.1.4 Sinterizacéo

As amostras foram acondicionadas em cadinhos de alumina e sinterizadas a
temperatura de 1000°C por uma hora, em um forno da marca JUNG, modelo 0914
com limite de 1400°C em atmosfera de ar, com controle automatico de temperatura
e tempo. O resfriamento foi feito ao ar e apds a sinterizagdo, as amostras foram
caracterizadas.

De modo simplificado, o procedimento experimental utilizado para a obtengao

dos compésitos € dado pelo fluxograma a seguir.
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l1.2 CARACTERIZACAO DAS APATITAS SINTETIZADAS

[11.2.1 Difracéo de Raios X

Os materiais obtidos foram caracterizados por Difracdo de Raios X para
determinacado de fases e caracteristicas do cristal. As medidas de DRX para as
amostras obtidas logo apdés os periodos de envelhecimento foram realizadas no
Laboratério Interdisciplinar de Materiais Ceramicos — LIMAC - da Universidade

Estadual de Ponta Grossa.

[11.2.1.1 Coleta de dados de difracao de raios X

Os dados de raios X foram coletados em um difratbmetro SHIMADZU XRD-
6000 com geometria Bragg-Brentano com tubo de cobre operando a 40 kV e 30 mA.
As medidas foram feitas no modo de varredura passo-a-passo com passos de 0,02°
e tempo por passo igual a 6s, no alcance de 5° a 110°. Foram utilizadas fendas de
divergéncia e espalhamento iguais a 1,0° e fenda de recepgao igual a 0,15 mm.

Para estudar a estabilidade térmica dos materiais e o aparecimento de fases
secundarias, um segundo experimento foi realizado, no qual as amostras foram
acondicionadas em cadinhos de alumina e sinterizadas a temperatura de 1000°C. A
taxa de aquecimento empregada foi de 5°C/min e as amostras permaneciam na
temperatura maxima por 1 hora, em um forno da marca JUNG, modelo 0914 com
limite de 1400°C em atmosfera de ar, com controle automatico de temperatura e

tempo. O resfriamento foi feito ao ar e apds a sinterizagdo das amostras, foram
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realizadas as medidas de DRX, no Laboratério Interdisciplinar de Materiais

Ceramicos — LIMAC - da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

[11.2.1.2 Identificagcdo das fases

As fases foram identificadas utilizando-se o programa de identificacdo da
Shimadzu. As fases identificadas foram confirmadas pelo Método de Rietveld.

O método de Rietveld permite a caracterizagdo de materiais pelo uso da
difracdo de Raios X, sendo possivel fazer indexacdo de fases cristalinas,
refinamentos de célula unitaria, analise quantitativa de fases, determinacdo de

tamanho de cristal, microestrutura e orientacao preferencial.

111.2.1.3 Refinamento de Rietveld

Apo6s a identificacdo das fases, foram realizadas buscas pelos modelos
estruturais das fases Cas(PQO4)3;0H, do CaCO3; e CaO no banco de dados “on-line”
ICSD (Inorganic Crystal Structure Database), disponibilizado no Brasil pela CAPES.
Os modelos estruturais adotados nos refinamentos de Rietveld correspondem a
fichas correspondentes aos cdodigos ICSD 26204, 16710 e 26959, respectivamente.
Nas amostras nao-sinterizadas foram utilizadas somente as duas primeiras fichas,
pois nao foi identificada a fase CaO nestas amostras. Nas amostras sinterizadas,
todas as fichas foram utilizadas, uma vez que estas trés fases foram identificadas
em nas amostras.

Para o refinamento de estruturas pelo Método de Rietveld escolheu-se o

programa GSAS, pois além de ser de facil utilizagdo, apresenta modelos
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matematicos que permitem que se alcance bons resultados no ajuste de perfil,
principalmente quando anisotropias associadas a microdeformagdes do reticulo
cristalino estdo presentes. "% 7°

Como as amostras nao-sinterizadas apresentaram anisotropia associada a
reflexdo (002), a fungdo de ajuste de perfil adotada foi a de numero quatro para
comprimento de onda constante, pois esta fungdo incorpora o0 modelo
fenomenolégico de Peter Stephens, que corrige os efeitos provocados no perfil por
estas anisotropias. Coeficientes de perfil obtidos do refinamento da estrutura de uma
amostra padrao de CeO,, sinterizada a 1450 °C por 4 horas, foram utilizados num
arquivo instrumental denominado “XRD6000.prm”. Este arquivo é utilizado pelo
programa GSAS para corregdes do alargamento de perfil associado as aberragdes
Opticas associadas ao equipamento. As aberragdes Opticas sdo provocadas pela
convolucdo de seis funcdes instrumentais ' (Tabela 7 ). Estes coeficientes de perfil

(Tabela 8) foram utilizados como ponto de partida para os ajustes de perfil em todas

as analises.

Tabela 7- Fungdes instrumentais que representam os efeitos instrumentais sobre o perfil de difragao.
(KLUG, H.P; ALEXANDER, L.E, 1974)

Funcéo Nome Efeito sobre o perfil de difracéo
gl Fonte de raios X perfil simétrico
gll Planaridade da superficie da amostra perfil assimétrico
glll Divergéncia axial perfil assimétrico
glv Transparéncia da amostra perfil assimétrico
gV Fenda receptora perfil simétrico
gVl Fungao desalinhamento perfil simétrico

Tabela 8- Coeficientes e constantes obtidas do refinamento de estrutura do CeO, utilizados como
padrdo em todos os refinamentos de estrutura das amostras presentes neste trabalho.

GU GV GW LX H/L S/L
2,51041 -1,44963 2,75051 5,25064 0,04022030 0,0380076
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O objetivo do refinamento das estruturas cristalinas pelo Método de Rietveld é
minimizar a diferenga entre o difratograma calculado e o difratograma observado. Os
refinamentos foram realizados até que o melhor ajuste possivel fosse atingido, isto €,
até que os indicadores do refinamento fossem os melhores possiveis.

Apo6s o término dos refinamentos de Rietveld, calculos foram realizados a
partir dos dados obtidos do programa GSAS, para a determinagdo de tamanho de
cristalito da fase HAP e a distribuicdo das microdeformagdes geradas para as

amostras sintetizadas.

[11.2.1.4 Método de Rietveld e alguns modelos matematicos utilizados no

programa GSAS

A principal técnica utilizada pelo programa GSAS é o método dos minimos
quadrados e a fungdo de minimizacdo €& nao-linear. No GSAS a fungdo de

minimizacao é determinada pela equacéo (7).

M=f>M, (7)

Onde f, é um fator de peso ajustavel quando varios difratogramas séo
utilizados em refinamentos simultédneos pelo GSAS. Este recurso do programa nao
foi utilizado neste trabalho.

@) XZ reduzido ou “goodness of fit” € definido pela fungdo minimizagéo

segundo a equacao (8).
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i T (8)

Onde Ngps € 0 numero total de observacdes € Nyor € 0 nUmero de variaveis
utilizadas no refinamento minimo quadrado.
Os dados de difragao de p6 contribuem para a fungao minimizagao segundo a

equacao (9).
Mo =>w(ly—1.)° 9)

Onde lp sdo as intensidades observadas e Ic, as calculadas. De um modo

geral, a intensidade calculada (lc ) dos pontos é determinada pela fungao (10).

2
lc = %S;é% ‘]k¢ka¢‘Fk¢‘ Gikgik g Pkg * Ybi (10)

Onde S; € o fator de escala da fase ¢ o qual € utilizado na analise
quantitativa, Jx € a multiplicidade da k@ reflexao, Lpk € o fator de Lorentz-polarizagao,
|Fk| o fator de estrutura onde estdo todos os parametros estruturais, Gx € uma funcgao
para ajustar o perfil do k° pico de Bragg cuja variagdo da largura a meia altura esta
relacionada com o tamanho médio de cristalito e com as microdeformacdes na rede,
ax € a funcdo de assimetria, Px € a funcédo orientagdo preferencial e, y, € a
intensidade da radiagdo de fundo (background) no i° ponto.

A funcado de perfil Gx adotada no programa GSAS é semelhante a funcgao

pseudo-Voigt de Thompson, Cox & Hastings (Fungao (11).
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PVTCHZ =L+ (1-7)G (11)

Onde L é a funcao de distribuicao lorentziana e G a funcéo de distribuicao

gaussiana. O parametro n é o parametro misturador determinado pela equacéao (12).

n =1,36603(%) —0,47719(%)2 + 0,11116(%)2 (12)

Onde a I é largura-total-a-meia-altura (full-width-at-half-maximum em inglés,
sigla fwhm), y € o alargamento de linha lorentziano e I'y, fungdes (13), (14) e (15),

respectivamente.

= er; +2,692601, y +2,428231 y* + 4,471631; y° +0,07842I  y* + »° (13)

_ X+ X, cos¢g

+y.d*gé 14
cosd 75419 (14)

T, =+/(@8In2)c? (15)

Onde o é a variancia gaussiana, fungao (16).

o’ = +oid*)tg’0+Vtgo+W + —
cos ¢

os =1-7,)s (17)
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Vs =Ml (18)

Onde 7, €& o coeficiente misturador das contribuigbes gaussiana e
lorentziana, o, e y; (fungdes (17) e (18), respectivamente) para o alargamento de
linha anisotropico segundo Peter Stephens, I';. No caso mais geral, o ftriclinico,

existem 15 parametros independentes Spk. que podem ser ajustados no GSAS,

funcao (19).

T2 = S,105N* + Sguok® + Soaal +3(S00N%K? +S,0,021% + S,k %12 )+
2(S5,0N%°K + S105N1% + Skl + Sy30hk® + S, 0% + Sy kI® )+ (19)
4(S,,,h %K1 + S 1,1kl + S,,hkI? )

No caso do sistema cristalino Hexagonal (6/m e 6/mmm), que € o caso da

estrutura cristalina da hidroxiapatita, grupo espacial P 63/m, I'? torna-se (Fungao

(20).
T2 = Sy0(n* +k* + 3022 + 203k + 2hk® )+ Sgoql* +3S 505 (n212 + k212 + hki?) (20)

Assim, no programa GSAS, apenas trés parametros necessitam ser
ajustados, S400, Soos € S202. O refinamento desses parametros permite a visualizagao
das distribuicdes de microdeformagdes do reticulo cristalino utilizando o Método de

Rietveld e o modelo fenomenoldgico de Peter Stephens.
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Outra rotina importante incorporada ao programa GSAS é a analise
quantitativa de fases. Nesta analise a quantidade em massa de cada fase presente é

calculada pela Método de Howard & Hill, equagéao (21).

S..m
W =—"°"f

PN,
>S,.m,
f=1

(21)

Onde m¢ € a massa da cela unitaria da fase “f" e S € o fator escala desta fase.

A qualidade do refinamento dos minimos quadrados € indicada pelas
equagdes Ry, (22), Rwp (23) e S (24).

Se Rp e Ryp estdo diminuindo, o refinamento esta convergindo para um

minimo. Se ndo variam mais € porque o minimo foi atingido.

R, 2o =le] (22)

p Zlo

Mp

Rup = D wid

(23)

Onde w, = % € 0 peso atribuido a cada observagao.
(6]

No programa GSAS o valor do “goodness-of-fit’, S, ndo é obtido diretamente,
mas pode ser calculado a partir da equacédo (24). R. é o valor estatisticamente
esperado para Ru,. Pelo exame da equacgédo (25), obtém-se que o valor minimo
possivel para o valor de S é 1, portanto quanto mais préoximo de 1 estiver o valor de

S, melhor sera o refinamento.
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s=y7" (24)

A qualidade do refinamento da estrutura (tipo de atomo, posigao atémica e

deslocamento atdémico) é fornecida pela equacéao (26).

R(FZ):M (26)

2JF]

Estas fungdes sao uteis porque através delas o operador do programa pode
tomar a decisao de continuar, parar ou finalizar o refinamento, uma vez que o
refinamento pode ser finalizado quando os parametros refinados nao variam mais e
a fungado de minimizagao atingiu seu valor minimo.

Como programa GSAS nao tem a determinagdo do tamanho de cristalito
incorporada a sua rotina, optou-se pela obtencdo dos dados das posicdes das
reflexbes paralelas (010) e (020), (002) e (004), do parametro misturador da fungao
pseudo-Voigt modificada de Tompson, Cox & Hastings (1987) para cada reflexao e
fwhm correspondentes a partir dos resultados fornecidos pelo GSAS. Estas
informacdes foram utilizadas como dados de entrada no formalismo desenvolvido
por Andrade (2003) 4, que utiliza a convolucdo de duas funcdes pseudo-Voigt (uma

» 85, 86, 87, 88

aproximagao do método “double-Voigt para a determinacdo de tamanho

de cristalito e microdeformacdes de familias de planos paralelos.
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[11.2.2 Espectroscopia de absorcao naregido do Infravermelho

As medidas de absor¢do na regido do infravermelho foram realizadas num
Espectrometro IVTF-8400 SHIMADZU, instalado no laboratério de Quimica
Inorganica da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A espectroscopia no infravermelho permite identificar algumas substituicoes
ou alteragbes importantes na composigao da HAP, particularmente nos grupos
fosfatos e hidroxidos. Essas informacdes sao obtidas pela excitagdo dos modos de
energia vibracionais destes grupos moleculares dentro da estrutura dos solidos.
Pode-se diferenciar a substituicdo dos grupos OH e PO4* pelos grupos COs* por
meio da presenca de bandas em 873, 1465, 1534 cm™ e 874, 1420, 1455 cm™,

respectivamente.®

[11.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A fim de obter informagdes sobre a morfologia e homogeneidade do material,
0 po6 das apatitas sintetizadas foi analisado por Microscopia Eletrénica de Varredura
em um equipamento marca SHIMADZU, modelo SS 550, instalado no Laboratorio
Interdisciplinar de Materiais Ceramicos (LIMAC), da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Para desagregacdo dos cristais, foi feita uma dispersdo com alcool
isopropilico durante 10 minutos. A qualidade das imagens foi otimizada recobrindo-

se as amostras com Au.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Refinamento das estruturas pelo Método de Rietveld das amostras nao

tratadas termicamente

O método utilizado para a analise quantitativa de fase, tamanho de cristalito e
microdeformacgao foi o de Rietveld e o programa utilizado foi o0 GSAS. A estrutura
adotada como ponto de partida para o refinamento de Rietveld corresponde a
estrutura citada na ficha ICSD #26204 (Tabela 9), qual fornece o modelo estrutural
da HAP. A funcao de perfil adotada no GSAS foi a numero 4, que incorpora o
modelo fenomenolégico de Peter Stephens para o alargamento de linha
anisotropico.

Os resultados deste estudo mostraram que o desenvolvimento de cristais de
HAP ocorre nos dois indices de gelatina pesquisados, confirmado com as medidas
de DRX.

Os difratogramas de raios X das amostras controle (AC), GEL1 e GEL2, em

diferentes periodos de envelhecimento estudados, sdo apresentados a seguir.

Tabela 9- Estrutura da hidroxiapatita conforme a ficha ICSD #26204, adotada para o inicio do
refinamento da estrutura.

Hidroxiapatita; Cas(PO,);(OH); P 63/m; hexagonal
a=b=9417Aec=6,874A;a=pB=90°ey=120%V =527,9A% d=3,180 g/cm’; Z =2

atomos ‘ Wyckoff ‘ X | y ‘ z ‘ sof
Ca1 4f 2/3 1/3 0,00144 (8) 1,0
Ca2 6h -0,00657 (5)  0,24706 (5) 1/4 1,0
P 6h 0,36860 (6)  0,39866 (6) 1/4 1,0
01 6h 04850 (2)  0,3289 (2) 1/4 1,0
02 6h 04649 (2)  0.5871 (2) 1/4 1.0
03 12i 02580 (1)  0.3435(1)  0,0703 (2) 1.0
04 4de 0,0 0,0 0,1979 (6) 0,5
H 4e 0.0 0.0 0,04 (2) 05
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IV.1.1 Amostras com 1 dia de envelhecimento

Pdde-se observar que as amostras com um dia envelhecimento possuem

picos caracteristicos de uma hidroxiapatita, pela comparacgao do difratograma padrao

disponivel no banco de dados ICSD #26204.

Os difratogramas apresentaram perfis constituidos de picos largos que podem

estar associados a diferentes caracteristicas do material: presenca de cristais com

dimensdes nanomeétricas e presenca de defeitos na estrutura. & °

A Figura 7 apresenta o grafico de Rietveld apds o término do refinamento da

amostra controle (AC).
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Figura 7- Grafico de Rietveld da AC apds 1 dia de envelhecimento.

Os indices de concordancia finais obtidos no refinamento

Tabela 10.

sdo dados na



48

Tabela 10- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da AC com 1
dia de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,4);(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=9.4114 (3)Aec=6.8921 2)A;a=B=90°e y = 120% V = 528.683 A°

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (AY)
Ca1 af 0,6667 0,3333 0,0003 (4) 1,0 0,86 (2)
Ca2 6f 02571(2)  0,0088 (2) 0,2500 1.0 0.89 (6)

P 6f 03678 (2)  0.3976 (3) 0.2500 1,0 2.39 (5)
01 6f 04903 (4)  0.3272 (4) 0.2500 1.0 1,27 (6)
02 6f 04708 (5)  0.5920 (6) 0.2500 1.0 2.44 (6)
(OK] 12i 0,2512 (6) 0,3337 (3) 0,0686 (4) 1,0 2,86 (6)
04 4e 0,0 0,0 0.1756 (2) 0.5 1,67 (1)

H 4e 0.0 0.0 0.2023 (3) 0.5 2.12 (1)

Ruwp=8,1% Ry,=6,1% Rp=1,66% Dwd=1,64%

Os indicadores da qualidade do refinamento obtidos com o programa GSAS
foram: Rwp=8,1%, Rp=6,1% e Rg= 1,66% indicam a boa qualidade do refinamento.

Dois grupos de picos de reflexdo de DRX podem ser usados para monitorar a
formagado da HAP; um em 26= 26.0° e o outro grupo esta variando de 26= 31.8°
(211) ao 26= 32.9° (112) e 39.8° (310). Como mostrado na Figura 7, ha picos fortes
da reflexdo em 20= 26.0°, 31.8° e 39.8°, indicando a formag&o de HAP.

Embora em quantidades muito pequenas, de aproximadamente 0,2% em
massa, segundo os dados quantitativos gerados pelo programa GSAS, verificou-se a
formagao de uma fase secundaria, a calcita (CaCO3), como pode ser visto na Figura
7, na pagina anterior.

A entrada de carbonato na estrutura da HAP, a qual propicia a formacéao
desta segunda fase, deve-se principalmente as condi¢cdes de sintese, realizada em
sistema aberto.

A seguir, é dado o grafico de Rietveld para a amostra GEL1 (Figura 8). Os
fatores de concordancia finais obtidos no refinamento da mesma amostra s&o

mostrados na Tabela 11.
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Figura 8- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 apos 1 dia de envelhecimento.

Tabela 11- Parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL1 com 1 dia de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,)3(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=94145 (3)Aec=6.8914 (2)A;a=B=90°ey = 120% V = 528.991 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Ca1 4f 0,6667 0,3333 0,0021 (4) 1,0 0,81 (2)
Ca2 6f 0,2581(2)  0,0086 (2) 0,2500 1.0 0.84 (2)

P 6f 0.3723(3)  0.3954 (3) 0.2500 1.0 2.28 (5)
01 6f 0.4816 (5)  0.3285 (5) 0.2500 1.0 191 (2)
02 6f 0.4692 (5) 05902 (5) 0.2500 10 171 (2)
03 12i 0.2444 (4) 03307 (4)  0,0721 (4) 10 5.40 (2)
04 4e 0,0 0,0 0,1870 (1) 0,5 5,92

H 4e 0,0 0,0 0,2063 (5) 0,5 5,92

Rwp=8,1% R,=6,1% Rz=1,5% Dwd=1,61%

O grafico de Rietveld a seguir (Figura 9), corresponde a amostra GEL2. Os
parametros estruturais obtidos apds o término do refinamento de Rietveld, sdo dados

na Tabela 12.
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Figura 9- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 apés 1 dia de envelhecimento.

Tabela 12- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL2 com 1 dia de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,);(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=9.4126 (2)Aec=6.8928 (2)A;a=B=90°ey =120%V = 528.869 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z |  sof | uiso(A%)
Ca1 4f 0,6667 0,3333 0,0012 (4) 1,0 1,42 (2)
Ca2 6f 02562 (2)  0,0083 (2) 0,2500 1.0 1.44 (2)

P 6f 0.3692 (3)  0.3972 (3) 0.2500 1.0 276 (6)
O1 of 0,4840 (4) 0,3223 (5) 0,2500 1,0 1,86 (2)
02 ef 0,4651 (5) 0,5877 (5) 0,2500 1,0 3,49 (2)
03 12, 0.2496 (4) 03366 (3)  0,0683 (4) 1.0 451 (1)
04 4e 0,0 0,0 0,1882 (1) 0,5 1,23

H 4e 0,0 0,0 0,2107 (4) 0,5 1,23

Ruwo= 7,7% R,=58% Rg=1,6% Dwd=1,67%

Verificou-se que tanto as amostras controle (AC) como os compositos GEL1 e
GEL2, apresentaram uma fase secundaria, a calcita, CaCO3, como pode ser visto na
Figura 10. Embora esta fase esteja presente, as amostras apresentaram um alto
grau de pureza. Segundo a quantificagdo realizada pelo programa GSAS, a calcita

presente nas amostras tem propor¢cées menores que 1%.
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Figura 10- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 apds 1 dia de envelhecimento.

Observou-se que o volume da cela unitaria das amostras com adigcdo de

gelatina é maior em relag&o a amostra controle. (Figura 11)

529.05

GEL1

528.00

e

528.95

528.90 - GEL2
528.85 ' |
528.80
528.75

| AC
528.70 l

Volume da Cela Unitaria (A%)

528.65 ‘

528.60

0 1 2 3 4

Concentragao de Gelatina (g/L)

Figura 11- Variacdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2 apés 1 dia de
envelhecimento.
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A amostra controle apresentou um volume de 528,683 AS, enquanto a
amostra GEL1, teve um volume de 528,991 A®, e a amostra GEL2 528,869 A®. Este
aumento no volume da cela unitaria das amostras com adicdo de gelatina, pode
estar associado a interagdo covalente que ocorre entre os jons Ca** da HAP e os
ions R—COOQO" da gelatina, bem como ao simples fato de ter sido adicionado a
solugéo de gelatina nos compésitos.

O volume da cela unitaria da amostra GEL2 (528,869 A% & menor que o
volume da amostra GEL1 (528,991 A®), esta diminuicdo pode estar associada a
maior interacdo entre os ions Ca®** da HAP com os ions R—COO" da gelatina, ou
ainda, os grupos fosfato, PO4*, da amostra GEL2 podem ter sido substituidos por
grupos carbonato, COs*, formando carbonato apatita do tipo B, CHAP-B. Esta
interacao pode entre os ions pode ser a precursora da formacgao da fase secundaria

nas amostras com adi¢ao de gelatina.

IV.1.2 Amostras com 21 dias de envelhecimento

Apos 21 dias de envelhecimento, verificou-se também a presenca de picos
caracteristicos de uma hidroxiapatita como fase principal e como fase secundaria
houve também a formacéao de calcita.

O grafico de Rietveld para a amostra controle (AC) e os parametros
estruturais obtidos sdo dados sequencialmente, na Figura 12 e Tabela 13,

respectivamente.
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Figura 12- Grafico de Rietveld da AC apds 21 dias de envelhecimento.
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Tabela 13- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da AC com 21

dias de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,);(OH) — P 63/m — hexagonal

a-b=9.4130 (3)Aec=6.8949 (2) A, a=p=90°ey = 120% V = 529.084 A°

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Cal 41 0.6667 0.3333 20,0005 (5) 1.0 0.35 (2)
Ca2 of 0,2567 (2) 0,0097 (2) 0,2500 1,0 0,37 (2)

P 6f 0.3724(3)  0.3982 (3) 0.2500 1.0 299 (7)
O) 6f 0,4855 (5) 0,3243 (6) 0,2500 1,0 2,08 (2)
02 ef 0,4673 (6) 0,5912 (5) 0,2500 1,0 1,96 (2)
03 12i 0,2489 (5) 0,3355 (4) 0,0707 (5) 1,0 4,59 (1)
04 4e 0,0 0.0 0.1924 (2) 0.5 0.33 (3)

H 4e 0.0 0.0 0.2064 (3) 0.5 0,33 (3)

Ry~ 8,9% R,=6,1% Rg=1,7% Dwd=1,69%

Na Figura 13 é dado o grafico de Rietveld e a seguir os parametros estruturais

(Tabela 14) obtidos para amostra GEL1 com 21 dias de envelhecimento s&o

apresentados.
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Figura 13- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 apds 21 dias de envelhecimento.
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Tabela 14- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra

GEL1 com 21 dias de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,);(OH) — P 63/m — hexagonal

a=b=9.4209 (3)Aec=6.8978 (2) A, a=p=90°ey=120%V = 530.180 A°

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Cal 4f 0.6667 0.3333 ~0,0043 (4) 1.0 1,48 (2)
Ca2 6f 0,2565(2)  0,0084 (2) 0,2500 1.0 1,51 (2)

P 6f 0.3710(3)  0.3948 (3) 0.2500 1.0 3.49 (6)

01 6f 04933 (6)  0.3322 (6) 0.2500 1.0 5.50 (3)

02 6f 0.4680 (5)  0.5856 (5) 0.2500 1.0 414 (2)

03 12i 0,2454 (4) 0,3352 (3) 0,0679 (4) 1,0 4,04 (1)

04 4e 0,0 0,0 0,1778 (1) 0,5 2,57

H 4e 0,0 0,0 0,2027 (3) 0,5 2,57
Rug= 86% Ro=65% Re=2,5% Dwd= 1,80%

Na Figura 14 é dado o grafico de Rietveld para a amostra GEL2. Os

parametros estruturais obtidos para a amostra GEL2 sdo dados na Tabela 15.
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Figura 14- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 apds 21 dias de envelhecimento.

Tabela 15- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL2 com 21 dias de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,)3(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=9.4204 (3)Aec=6.8962 (2) A;a=B=90°ey=120%V =530.001 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Ca1 4f 0,6667 0,3333 -0,0010 (4) 1,0 0,96 (2)
Ca2 6f 02572 (2)  0,0092 (2) 0,2500 1.0 0.99 (2)

P 6f 0.3703(3)  0.3964 (3) 0.2500 1.0 2.74 (6)
01 6f 0.4831(5)  0.3249 (5) 0.2500 1.0 215 (7)
02 6f 0.4692 (6) 05888 (5) 0.2500 10 3.32 (7)
03 12i 0.2468 (4)  03330(4)  0,0692 (4) 10 3.74 (7)
04 4e 0,0 0,0 0,1898 (1) 0,5 2,92

H 4e 0,0 0,0 0,2173 (5) 0,5 2,92

Rwp=7,9% R,=6,0% Rg=1,6% Dwd=1,65%

A variacao de volume da cela unitaria das amostras refinadas apoés 21 dias de

envelhecimento € dada na Figura 15.
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Figura 15- Variagdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2 apds 21 dias de
envelhecimento.

Observou-se novamente, que o volume da cela unitaria da amostra GEL2, foi
menor que o da amostra GELA1.

Em relagcdo a amostra controle, as amostras com adigdo de gelatina,
apresentaram volumes maiores, seguindo 0 mesmo comportamento das amostras
com unico dia de envelhecimento.

Verificou-se que com o aumento do tempo de envelhecimento, a formacéo da
calcita tornou-se mais evidente, como pode ser visto na Figura 16.

A amostra com maior concentracdo de gelatina (GEL2) apresentou a
formagao desta fase mais significativa em relagéo as outras amostras com o0 mesmo
tempo de envelhecimento. De modo que, os resultados da analise quantitativa de
fases gerada pelo programa GSAS, mostraram que para a amostra GEL2, a
porcentagem de CaCOs; foi de 0,69% em massa, enquanto as amostras GEL1 e AC,

apresentaram 0,19% em massa e 0,66% em massa de CaCOg, respectivamente.
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Desta forma, podemos dizer que quanto maior a concentracdo de gelatina, e
maior o tempo de envelhecimento, mais calcita é formada. A redugao de volume
ocorrido junto a maior formagao de calcita nas amostras com maior concentragao de
gelatina, pode estar associada principalmente a formagao de carbonato apatita do
tipo B. Os grupos fosfato, PO,>, podem ter sido substituidos por grupos carbonato,
CO3* e como os ions COs* sd0 menores que os ions PO,>, a reducdo de volume
ocorre. Também podemos associar a formagdo da calcita com a redugao do
volume, com a retirada dos ions Ca®" da estrutura da HAP, para a formagao desta

fase.

GEL2
GEL1 [

20 (graus)

Figura 16- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 apds 21 dias de envelhecimento.

IV.1.3 Estudo Comparativo

A Figura 17 apresenta a variagdo dos volumes de cela unitaria de todas as

amostras com os dois tempos de envelhecimento estudados.
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Verificou-se que as amostras controle mantiveram-se com valores de volume
de cela unitaria semelhantes nos dois periodos de envelhecimento. Com relacéo as
amostras com adigao de gelatina, o volume da cela unitaria das amostras controle foi
menor, isto porque, nas amostras controle, a variagao de volume é somente devida a
entrada de carbonato na estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Desta forma, observou-se que as amostras GEL2, em qualquer dos periodos
de envelhecimento, sofrem uma diminuicdo do volume da cela unitaria com relagcao a
amostra GEL1. Esta reducao no volume da cela unitaria pode ser devida a formacgao
de uma apatita carbonatada (CHAP), como mencionado anteriomente.

Quando ha formacdo de apatita carbonatada, os grupos PO,> ou OH", ou
ambos, sdo substituidos pelo grupo COs2. Nas amostras sintetizadas verificou-se a
formagao de carbonato apatita do tipo B (CHAP-B), uma vez que, verificou-se que os
grupos PO,> estavam sendo substituidos por grupos CO3s* como pode ser verificado
a partir das analises de IVTF, discutidas posteriormente. Como os grupos CO3s* sdo

menores que 0S grupos PO,> esta reducéo do volume da cela unitaria nas amostras

com maior concentracdo de gelatina pode ocorrer. 2% 33
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Figura 17- Variagdo do volume da cela unitaria apos os tempos de envelhecimento estudados.
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Avaliando-se os graficos de Rietveld de todas as amostras nos dois periodos
de envelhecimento, péde—se observar que os cristais formados possuem dimensodes
nanomeétricas e sao anisotropicos no tamanho, pois os perfis das reflexdes (002) sao
mais estreitos que os das demais reflexdes, sugerindo que os cristalitos sdo maiores
segundo a diregao [002].

A dificuldade de ajuste das reflexdes nas regides de 25° e entre 31-34° pode
estar relacionada a presenga de grupamentos carbonatos na estrutura da HAP
formada, uma vez que as reflexdes para HAP e para hidroxiapatita carbonatada sao:
25,90; 31,80 e 32,93 (Ficha JCPDS 9-432) e 25,75; 32,19 e 33,43 (Ficha JCPDS 19-
272), respectivamente. >* Além disso, a dificuldade de ajuste das reflexdes também
pode estar associada ao efeito anisotropico que as amostras apresentaram devido a
microdeformacdes de rede e tamanhos de cristalito dos compdésitos.

A formacao e o desenvolvimento dos cristais de HAP sao influenciados pelo
excesso de gelatina, em um volume constante de solugdo aquosa para a formagéao
destes cristais. Sabe-se que a taxa de formagdo mineral do osso bioldgico é
altamente dependente de fatores como pH e concentracdo de ions Ca** e PO,
bem como de outros ions fisiolégicos. Da mesma forma, a formagcédo da HAP
sintética também é influenciada por estes fatores.

A Unica variavel nesta reagao de captacao € a concentragao de gelatina, que
pode ser correlacionada com a concentragao relativa dos ions carboxilicos R—COO"
fisiologicamente importantes. O ion carboxilato pode ser um sitio ativo na
coordenagao de ions Ca®* para formar ions complexos. %

Com o aumento do tempo de envelhecimento e nas condi¢cbes de sintese, a
temperatura de aproximadamente 42°C e pH em torno de 12, a gelatina em solugéo

aquosa dissocia as ligagbes iGnicas porque a maioria dos grupos carboxilicos
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mudam para a forma protonada, resultando na interacdo entre os ions Ca®" e ions
R—COO’, formando os ions complexos Calcio-Gelatina. ™

Estes complexos podem interagir com os ions PO,> devido aos efeitos de
supersaturacédo. Embora o grau de cristalizagcdo da fase HAP caia com o indice

crescente de gelatina, a anisotropia cristalina ¢ mantida. *°

IV.2 Refinamento das estruturas pelo Método de Rietveld das amostras

tratadas termicamente

O estudo da estabilidade térmica das amostras foi acompanhado por DRX.
Observou-se um estreitamento dos picos de difracdo com o tratamento térmico de
1000°C/ 1 hora.

Da mesma forma que as amostras nao tratadas termicamente, estas,

apresentaram como fase majoritaria a HAP.

IV.2.1 Amostras com 1 dia de envelhecimento

Verificou-se que, apds a sinterizagao, as amostras apresentaram uma terceira
fase. Além da fase de CaCOs3, as amostras apresentaram a fase de CaO.
A seguir € dado o difratograma obtido a partir da AC sinterizada. Os

parametros estruturais desta mesma amostra sdo dados na Tabela 16.
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Figura 18- Gréfico de Rietveld da AC sinterizada apds 1 dia de envelhecimento.

Tabela 16- Parametros estruturais obtidos apdés o término do refinamento de Rietveld da AC
sinterizada com 1 dia de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,);(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=9.4212 (5)Aec=6.8830 (6) A;a=B=90°ey=120°%V = 529.075 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Ca1 4f 0,6667 0,3333 0,0024 (3) 1,0 1,52 (2)
Ca2 6f 02536 (2)  0,0071 (2) 0,2500 1.0 1,53 (2)

P 6f 0.3678 (2)  0.3980 (2) 0.2500 1.0 1.48 (1)
O1 of 0,4851 (4) 0,3253 (4) 0,2500 1,0 0,25 (5)
02 ef 0,4655 (4) 0,5879 (4) 0,2500 1,0 1,19 (5)
03 12, 0.2558 (3)  03422(3)  0,0683 (3) 1.0 1,61 (5)
04 4e 0,0 0.0 0.1956 (1) 05 2.46 (2)

H 4e 0.0 0.0 0.2123 (5) 0.5 2.46 (2)

Ruo= 10,1% Ry=7,8% Rg=2,8% Dwd= 1,34%

A formagao da fase adicional de CaO devido ao excesso de COs* presente
na amostra € evidenciada no grafico de Rietveld apresentado. Excesso qual, é
devido a amostra ter sido sintetizada em sistema aberto.

Na sequéncia é dado o difratograma da amostra GEL1 sinterizada apds 1 dia

de envelhecimento.
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Figura 19- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 sinterizada apds 1 dia de envelhecimento.

Tabela 17- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL1 sinterizada com 1 dia de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,)3(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=94212(4)Aec=6.8823 (5)A;a=B=90°ey=120%V = 529.040 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Ca1 4f 0,6667 0,3333 0,0012 (3) 1,0 1,53 (4)
Ca2 6f 0,2535(2)  0,0068 (2) 0,2500 1.0 1,42 (3)

P 6f 0.3669 (2)  0.3982(2) 0.2500 1.0 1,30 (4)
01 6f 0.4859 (4)  0.3257 (4) 0.2500 1.0 0.65 (2)
02 6f 0.4658 (4) 05881 (4) 0.2500 10 0.32 (2)
03 12i 0.2549 (3)  03413(3)  0,0689 (4) 10 0.95 (1)
04 4e 0,0 0.0 0.1949 (1) 05 299 (3)

H 4e 0.0 0.0 0.2168 (1) 0.5 299 (3)

Ryo= 10,6% R,=8,0% Rs=2,7% Dwd= 1,32%

O gréfico de Rietveld para a amostra GEL2 e os dados estruturais da mesma,

sao dados na Figura 20 e Tabela 18, respectivamente.
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Figura 20- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 sinterizada apds 1 dia de envelhecimento.

Tabela 18- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL2 sinterizada com 1 dia de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,);(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=94221(4)Aec=6.8827 (5)A;a=B=90°ey = 120% V = 529.162 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Cal 41 0.6667 0.3333 0,0017 (3) 1.0 144 (2)
Ca2 6f 0,2537 (1)  0,0068 (2) 0,2500 1.0 1.47 (2)

P 6f 0.3666 (2)  0.3977 (2) 0.2500 1.0 1,30 (4)
O1 of 0,4857 (4) 0,3241 (4) 0,2500 1,0 1,09 (6)
02 6f 0.4644 (4)  0.5855 (4) 0.2500 1.0 1,09 (6)
03 12i 0,2557 (3) 0,3412 (3) 0,0680 (4) 1,0 1,09 (6)
04 4e 0,0 0.0 0.1980 (1) 0.5 3.43 (3)

H 4e 0.0 0.0 0.2147 (1) 0.5 3.43 (3)

Rw= 106% R,=81% Rg=2,4% Dwd=1,45%

Observou-se, a partir da analise dos difratogramas das amostras sinterizadas,
que houve um estreitamento dos picos de difragdo, em relagdo aos difratogramas
das amostras ndo tratadas termicamente. Apds a sinterizacdo, foi detectada a

formagado de uma segunda fase (CaCOs3) assim como as amostras ndo sinterizadas;
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além disso, observou-se a presenca de uma terceira fase, de CaO, como pode ser
observado na Figura 21 .

A perda do ion carbonato em uma carbonato apatita inicia-se a 500°C e
termina em 900°C, dependendo do tempo e do teor de carbonato. Apds a
sinterizagdo ocorre formacéo de hidroxiapatita e se possivel 6xido de calcio, CaO. **
A presenca de carbonato na estrutura da apatita influencia, dentre outros fatores, a
estabilidade do material, diminuindo esta propriedade, se decompondo em outras
fases. A presenca de CaO como produto de decomposicao € explicado pelo alto teor
de carbonato na amostra. 3 %% A presenca de CaCO3 e CaO pode ser indesejavel,
pois, dependendo de suas concentragdes, estas espécies serao contaminantes para

a célula, prejudicando assim sua funcgao.
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Figura 21- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 sinterizadas, apdés 1 dia de
envelhecimento.

A seguir na Figura 22 é dado o grafico de comparagao dos volumes de cela

unitaria da AC, GEL1 e GEL2 apds 1 dia de envelhecimento.
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Figura 22- Variagdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2 sinterizadas, apds 1 dia de
envelhecimento.

Em relagdo a amostra controle, verificou-se que a aplicacdo do tratamento
térmico aumentou o volume da cela unitaria (529,075 A®) quando comparada com
AC n3o sinterizada (528,683 A%). O carbonato contido na AC ndo sinterizada
contribuiu para a formagao de CaO apés a sinterizacao das amostras.

A amostra GEL1 mostrou o0 mesmo comportamento que a amostra controle
apos o processo de sinterizagdo. Quando comparamos os volumes de cela unitaria
das amostras GEL1 (V= 528,991 A®) observou-se que o volume da cela unitaria
aumenta apds a sinterizagdo (V= 529,040 A3).

Observou-se que a medida que a concentracdo de gelatina aumenta, o
volume da cela unitaria aumenta da mesma forma que as demais amostras apos o
processo de sinterizacdo. A amostra GEL2 apresentou um volume de 529,162 A®
quando sinterizada, enquanto, antes de ser submetida a este processo, a amostra

apresentava um volume de 528,869 A°.
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IV.2.2 Amostras com 21 dias de envelhecimento

As amostras avaliadas apos 21 dias de envelhecimento e subsequente
tratamento térmico também apresentaram, apds os calculos realizados a partir dos
refinamentos de Rietveld a HAP como fase principal, bem como verificou-se a
existéncia de fases secundarias como CaCO3; e CaO.

Sequencialmente sao apresentados os graficos de Rietveld e os parametros
estruturais obtidos apds os refinamentos.

Na Figura 23, é dado o difratograma obtido a partir da AC sinterizada apds 21

dias de envelhecimento.
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Figura 23- Grafico de Rietveld da AC sinterizada apds 21 dias de envelhecimento.

Os dados estruturais obtidos para a AC sdo dados na Tabela 19.
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Tabela 19- Parametros estruturais obtidos apdés o término do refinamento de Rietveld da AC
sinterizada com 21 dias de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,);(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=94012(3)Aec=6.8865(2)A;a=B=90°ey=120%V =527.122 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z |  sof | uiso(A%)
Ca1 4f 0,6667 0,3333 - 0,0003 (3) 1,0 1,05 (2)
Ca2 6f 02552 (2)  0,0095 (2) 0,2500 1.0 1,08 (2)

P 6f 0.3724 (3)  0.3986 (3) 0.2500 1.0 2.58 (6)
01 6f 0.4812(5)  0.3222 (5) 0.2500 1.0 1.42 (6)
02 6f 0.4703(5)  0.5895 (5) 0.2500 1.0 2.59 (6)
03 12, 0.2503 (4) 03350 (4)  0,0687 (4) 1.0 3.01 (6)
04 4e 0,0 0,0 0,1899 (2) 0,5 412

H 4e 0,0 0,0 0,2067 (2) 0,5 412

Ruwp=8,7% R,=6,6% Rg=1,4% Dwd=1,61%

O gréfico de Rietveld obtido para a amostra GEL1 apds o processo de

sinterizac&o € dado na Figura 24.
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Figura 24- Grafico de Rietveld da amostra GEL1 sinterizada apds 21 dias de envelhecimento.

Observou-se que a amostra GEL1 ndo apresentou a fase de CaO como as

demais amostras sinterizadas.
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Os parametros estruturais obtidos para a amostra GEL1 sdo dados na Tabela

20.

Tabela 20- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL1 sinterizada com 21 dias de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,)3(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=94049 (2)Aec=6.8878 (2) A;a=B=90°ey = 120% V = 527.621 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Ca1 4f 0,6667 0,3333 - 0,0046 (3) 1,0 0,90 (2)
Ca2 6f 02570 (2) 0,010 (2) 0,2500 1.0 0.93 (2)

P 6f 0.3702(3)  0.3982(3) 0.2500 1.0 2.48 (5)
01 6f 0.4843 (4)  0.3272 (4) 0.2500 1.0 0.72 (6)
02 6f 0.4777 (5) 05895 (4) 0.2500 10 189 (6)
03 12i 0.2487 (4)  03325(3)  0,0722 (4) 10 2.30 (6)
04 4e 0,0 0,0 0,1794 (1) 0,5 3,50

H 4e 0,0 0,0 0,1961 (1) 0,5 3,50

Ruwp=8,6% Ry,=6,5% Rg=1,6% Dwd=1,69%

Na Figura 25 é dado o grafico de Rietveld para a amostra GEL2 submetida ao

processo de sinterizagao.
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Figura 25- Grafico de Rietveld da amostra GEL2 sinterizada apds 21 dias de envelhecimento.



69

Na Tabela 21 sdo dados os parametros estruturais obtidos apds o

refinamento.

Tabela 21- Parametros estruturais obtidos apés o término do refinamento de Rietveld da amostra
GEL2 sinterizada com 21 dias de envelhecimento.

Hidroxiapatita — Cas(PO,)3(OH) — P 63/m — hexagonal
a=b=94221(1)Aec=6.8833(1)A;a=B=90°ey=120%V =529.212 A’

Atomos | Wyckoff | X | y | z | sof | uiso (A%
Ca1 4f 0,6667 0,3333 0,0022 (4) 1,0 1,46
Ca2 6f 0,2535(2)  0,0071 (2) 0,2500 1.0 168

P 6f 0.3671(2)  0.3984 (2) 0.2500 1.0 1.47
01 6f 0.4892 (4)  0.3257 (5) 0.2500 1.0 0.63
02 6f 0.4646 (5) 05868 (4) 0.2500 10 0.08
03 12i 0.2559 (4)  03413(3)  0,0713 (4) 10 131
04 4e 0,0 0,0 0,2025 (1) 0,5 2,47

H 4e 0.0 0.0 0.2192 (1) 0.5 2.47

Ruwp=10,5% R;=8,0% Rs=2,9% Dwd=1,38%

O grafico comparando a variagado de volume das amostras apds 21 dias de

envelhecimento € dado na Figura 26.
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Figura 26- Variacdo do volume da cela unitaria para a AC, GEL1 e GEL2 sinterizadas apds 21 dias de
envelhecimento.
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Comparando-se os resultados das amostras apés um dia de envelhecimento
com as amostras apoés 21 dias de envelhecimento, verificou-se que o volume da cela
unitaria das amostras com maior tempo de envelhecimento diminuiu. Entretanto,
quando comparado a amostra GEL2 nos dois tempos de envelhecimento, verificou-
se um comportamento diferente das demais amostras, uma vez que o volume da
cela unitaria aumenta com o aumento do tempo de envelhecimento.

As amostras com 21 dias de envelhecimento, apds a sinterizagdo também
apresentaram a fase de CaO como fase secundaria. Porém, verificou-se que com o
aumento do tempo de envelhecimento, as amostras apresentaram picos menos
evidentes desta fase, quando relacionadas com as amostras com um unico dia de
envelhecimento, principalmente, quando comparamos as amostras controle nos dois

periodos de envelhecimento, como pode ser visto nas Figuras 21 e 27.
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Figura 27- Fases presentes nas amostras AC, GEL1 e GEL2 sinterizadas, ap6s 21 dias de
envelhecimento.
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IV.2.3 Estudo Comparativo

Verificou-se que as amostras controle sinterizadas apds 21 dias apresentaram
valores menores para os volumes de cela unitaria (Figura 28). Isso pode ser devido
a maior decomposicao do carbonato em CaO.

A analise dos resultados quantitativos do refinamento de Rietveld indica que
com o aumento do tempo de envelhecimento, a quantidade de HAP como fase
majoritaria € diminuida, de cerca de 95% a 87%. Dessa forma, acredita-se que a
formacao de fases secundarias contribui para a reducédo do volume da cela unitaria,
uma vez que, com a formagao da calcita, ions calcio sido retirados da estrutura da
HAP.

Com relacdo as amostras controle tratadas termicamente nos dois periodos
de envelhecimento, pdde-se verificar que o volume da cela unitaria também
diminuiu. Com o aumento do tempo de envelhecimento, a formacdo de fases
secundarias decorrentes da decomposicdo dos ions carbonatos antes aderidos a
estrutura da HAP é responsavel por esta redugao de volume da cela unitaria.

O mesmo comportamento pode ser observado para as amostras GEL1, o
volume da cela unitaria é reduzido de 529,040 A® para 527,621 A°.

Entretanto, quando comparamos a amostra GEL2 nos dois tempos de
envelhecimento, verificou-se um comportamento diferente das demais amostras,
uma vez que, o volume da cela unitaria aumenta com o aumento do tempo de

envelhecimento.
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Figura 28- Variagdo do volume da cela unitaria das amostras sinterizadas apds os tempos de
envelhecimento estudados.

Os parametros de rede de todas as amostras tratadas termicamente, indicam
uma substituicdo no sitio de fosfato, PO4>, observado pelo ligeiro decréscimo do

29, 30, 36

parametro a e aumento do parametro ¢ gquando comparamos as amostras

tratadas termicamente com 1 e 21 de envelhecimento.

IV.3 Andlise de tamanho de cristalito e microdeformacao da rede cristalina

De acordo com Stokes e Wilson (1944) microdeformagao significa a
deformacgao média entre duas celas unitarias, separadas por n celas, em uma coluna
de celas perpendiculares aos planos de difragdo. A regido que inclui a variacéo no
espacamento de rede é considerada como uma regido que difrata incoerentemente.

Desde a segunda metade da década de 1980, o método de Rietveld vem se

desenvolvendo de forma a permitir a determinacdo de tamanho de cristalitos e
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microdeformagdes, simultaneamente as andlises da propor¢do e da estrutura
cristalina de cada fase presente no material estudado. 8 %

Um modelo bastante eficiente para o tratamento da anisotropia € o proposto
por Peter W. Stephens (1999). Neste modelo, o alargamento de deformacgéo é
considerado como manifestacao da distribuicdo dos parametros métricos da rede
reciproca. Cada grao individual é imaginado com seu préoprio conjunto de
parametros. Stephens considerou o caso de distribuicdo de microdeformacio, na
qual a largura do pico de difragdo aumenta em proporgdo a ordem de difragao.
Poucos parametros, deduzidos para cada sistema cristalino, sdo necessarios para
se alcancar o melhor ajuste dos perfis de linha. Este modelo é denominado
fenomenoldgico porque relaciona uma explicagdo em escala microscopica para as
deformacdes de rede aos perfis de difracdo observados. Este modelo foi incorporado
aos programas de método de Rietveld GSAS, Maud e recentemente no FullProf.

Desta forma, o modelo de Peter W. Stephens foi adotado para resolver o
problema de anisotropia das amostras.

A seguir sdo dados os graficos de microdeformacéo de rede obtidos apds o
término do refinamento de Rietveld para as amostras controle, nos dois diferentes
periodos de envelhecimento estudados (Figura 29).

Verificou-se que com o aumento do tempo de envelhecimento, as

microdeformacdes de rede das amostras controle tornaram-se menos intensas.
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Figura 29- Grafico de distribuicbes de microdeformacao de rede das amostras controle. (a) Apos 1 dia
de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento.

Calculos foram realizados para se obter uma representacao do cristalito da
fase HAP evidenciando suas dimensdes nas diregdes paralela (menor) e
perpendicular (maior) ao plano (002). Observou-se que o cristalito da amostra
controle com 1 dia de envelhecimento tem 160 A na direcdo z e 75 A na direcéo x, e
a amostra com 21 dias de envelhecimento apresentou 173 A na diregéo z e 70 A na
diregao x (Figura 30).

Observou-se que o tamanho de cristalito aumenta com a consequente
diminuicdo da microdeformacdo da rede cristalina. Isto pode ser explicado pela
diminuicdo das tensdes internas no cristal na medida em que ele cresce.

Verificou-se que o tamanho do cristalito para estas amostras aumenta na
direcdo do eixo z com o aumento do tempo de envelhecimento, acompanhado da

diminuicdo da microdeformagédo como pode ser visto nas Figuras 29 e 30.

As microdeformacgdes indicam que, na direcdo em que o cristalito € maior, a

deformacéo € menor.
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Figura 30- Representagdo do tamanho de cristalito das amostras controle. (a) Apos 1 dia de
envelhecimento e (b) AC com 21 dias de envelhecimento.

Na Figura 31, sdo dados os graficos de microdeformagdo de rede das
amostras GEL1, com 1 e 21 dias de envelhecimento.
Sequencialmente, na Figura 32 é dada a representagdo do tamanho de

cristalito para as amostras GEL1 nos dois periodos de envelhecimento estudados.

6000

Rz,
e

oSS TS e
4000 st tats ey
4000 O e e e S5 t
N e e e
A S i e . Y
2000 - S e e s
2000 - B e e e
e e e
et et e

il
i
I

0r { 0r S ==
7 i e T
i SSSSS T
2000 - ;i’.:,f 2000 &?ﬁ?ﬁ -__-‘E'&;Mo
oyt S i e
4000 | L 000 4000 SIERSSSS ESEEEEr 000
=y 0500 S i

i
i
if
I
\

VEU{)EUO

Figura 31- Grafico de distribuicdes de microdeformagéo de rede das amostras GEL1. (a) Apés 1 dia
de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento.

As amostras com adi¢cao de gelatina ndo tiveram o mesmo comportamento
das amostras controle, de modo que o tamanho do cristalito diminuiu nas duas

diregdes, com o aumento do tempo de envelhecimento (Figura 32).
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Figura 32- Representacdo do tamanho de cristalito das amostras GEL1. (a) Apos 1 dia de
envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento.

As microdeformacdes de rede tornaram-se mais intensas a medida que o
cristalito diminuiu. Observou-se a formacao de uma curvatura na representacao das
microdeformacgdes de rede gerada pelo programa GSAS, para a amostra com adigao
de gelatina, apds 21 dias de envelhecimento. Esta redu¢do no tamanho de cristalito,
junto a formagao dessa curvatura, pode estar relacionada a formagao de carbonato
apatita e também com as interagdes entre os fons Ca®* da HAP e os ions R—COO"
da gelatina como discutido anteriormente.

Os graficos de microdeformagdo de rede, nos dois periodos de
envelhecimento estudados das amostras GEL2, sdo dados na Figura 33.

Observou-se que a amostra GEL2 com um unico dia de envelhecimento
apresentou 0 mesmo comportamento da amostra GEL1 com 21 dias de

envelhecimento. Porém, estas amostras apresentaram microdeformacdes de rede

maiores na dire¢ao x, quando o tempo de envelhecimento € menor.
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Figura 33- Grafico de distribuigbes de microdeformacado de rede das amostras GEL2. (a) Apds 1 dia
de envelhecimento e (b) Apds 21 dias de envelhecimento.

As representacdes de tamanho de cristalito da fase HAP evidenciando suas
dimensdes nas diregdes paralela e perpendicular ao plano (002) para as amostras

GEL2 nos dois diferentes periodos de tempo estudados s&o dadas na Figura 34.
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Figura 34- Representagcao do tamanho de cristalito. (a) GEL2 com 1 de envelhecimento e (b) GEL2
com 21 dias de envelhecimento.
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Como nas demais amostras com adicdo de gelatina, a amostra GEL2
apresentou uma diminuicao no tamanho de cristalito na direcdo z, com o aumento do
tempo de envelhecimento.

A diminuicdo do tamanho de cristalito com o aumento do tempo de
envelhecimento pode ser causada pelas diferentes intensidades das interacbes
entre os fons Ca?* e os ions R—COO". Com o aumento da concentragdo de
gelatina, a fonte de ions R—COO" disponiveis para a complexagdo com os ions Ca?*
conduz a um grande numero de nucleos para o crescimento da HAP cristalina, de
modo que este cristal ndo possa crescer significativamente.89

Outra razao para esta diminuicdo do tamanho de cristalito quando o tempo de
envelhecimento é maior pode estar associada a formacéao da fase calcita (CaCO3).

De modo geral, as microdeformagdes sdao menores na diregdo z em que 0

cristalito € maior.

IV.4 Caracterizacdo estrutural das apatitas nanoestruturadas por

espectroscopia de absor¢éo no Infravermelho

As absorgbes caracteristicas no IV dos grupos funcionais estudados sao
apresentadas na Tabela 22. A posicdo dos modos vibracionais dos grupos
funcionais presentes nas apatitas sintetizadas podem ser observadas na Figura 35.

Os espectros exibem bandas caracteristicas de vibragdes de estiramento do
grupo CO5%, indicando a formagéo de uma carbonato apatita do tipo B, uma vez que
ndo ha presenca de absorcdo em 1515 cm™, caracteristica da carbonato apatita do

tipo A. “°



Tabela 22 — Absor¢des caracteristicas no IV dos grupos funcionais estudados.
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Grupo Tipo de Valor Valor Amostra(s) Reqiso
funcional vibragcéo esperado (cm™) observado (cm™) 9
; AC, GEL1 e
lon fosfato vP=0 1,500-1.200 1410 GEL2 A

(POs7)

AC, GEL1 e
v P-O 1.200-850 1.200-900 GEL2 B
AC, GEL1 e
6 O-P-O 650-300 498 GEL2 C
fon carbonato ~
(CO327) v C=0 ~1.607 1.650 AC D
Vsim C-O; v
C-Oe ~1.292-1.080 1.300-1.000 AC B
8 O-C=0
AC, GEL1 e
Vassim C-O ~1.504-1492 1460 GEL2 E
AC, GEL1 e
Soop O-C=0 ~868 870 GEL2 F
: . AC, GEL1 e
lon (h(')d;‘_’)x'do v O-H 3.700-3.500 3625-3475 GEL2 G
O-H (H,0)  3.200-2.800 >Sobrepostacom etz © H
vO-H(HO0) - 3.200-2. OH e NH

Amida® Sobreposta com

_(CONH- v N-H 3.330-3.060 o GEL1e GEL2  H
v C=0 1,640 1640 GEL1eGEL2  J

(amida 1)
5 N-H 1.570-1.515 1550-1500 GEL1e GEL2 K

A (amida Il)

Anion
carboxilato  vaem O-C=0  1.650-1.550 1640-1550 GEL1e GEL2 K
(R-COO")

Vsim O-C=0 1.400 1400 GEL1 e GEL2 N

Acido Sobreposta com

carboxilico® v O-H 3.300-2.500 pNH GEL1 e GEL2 H
(R-COOH)
v C=0 1.720-1.706 1710 GEL1 e GEL2 K
1.320-1.210
v C-0O 1310 GEL1 e GEL2 B
(1.315-1.280)
3 O-H 1.440-1.395 1420 GEL1 e GEL2
Soop O-H 920 898 GEL1 e GEL2 F

a g e D
Amostra no estado sélido; "Dimero



80

T N\ . M~ !
| GEL2-21 dia m/,_/w
| | |
— : : |
— | |
_— : | BN
| GEL1-21 diad i : E | !
' | Ve " |
|
|
|
|

é

T% iGELM dia \\i_///\f\"_\ é H
| l vah !
| GEr\\L//MI/W

_| AC-21 dias

| Ac-1 dia | \/\
T T : 1

T ‘ T T T T T 1 1 T | T T T T ‘ T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm™)

Figura 35 — Espectros de IVTF das apatitas sintetizadas apds os dois periodos de envelhecimento
estudados.

No espectro da amostra controle (AC) com 1 dia de envelhecimento, ha
presenca da deformagao axial de O—H em 3410 cm™, e do ion OH em 3625 cm™ e a
deformagdo angular em 630 cm™. Ainda pdde-se observar a deformacdo axial de
C=0 do ion COs* em 1650 cm™ e de C—O em 1460 cm™ e deformagao angular fora
do plano em 870 cm™ e de deformagao angular no plano em 655 cm™.

Quanto & presenca de bandas caracteristica de fosfato, PO,>, observou-se a
deformacgao axial de P=0 em 1420 cm™ e multiplas bandas de deformacéo axial de
P—O entre 900-1200 cm™ e de deformac&o angular de O—P-O em 498 cm™.

Na amostra controle (AC) com 21 dias de envelhecimento, observou-se as
mesmas bandas presentes na amostra controle com um dudnico dia de

envelhecimento. No entanto, houve um aumento na intensidade das bandas
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caracteristicas do ion carbonato, COgZ', como pode ser visto nas absorgdes em 1650
cm™ e entre 1400-1500 cm™ e em 870 cm™.

O espectro da amostra controle com 21 dias de envelhecimento nao
apresentou mudancgas significativas nas intensidades das bandas caracteristicas do
ion fosfato, PO,

Observou-se a partir dos espectros das amostras controle que houve a
formacdo de carbonato apatita do tipo B nos dois tempos de envelhecimento
estudados, ou seja, houve a incorporacdo do ion COs* na estrutura da
hidroxiapatita, devido, principalmente, ao fato da sintese ter sido realizada em
sistema aberto. Isso explica o fato do volume da cela unitaria aumentar com o
aumento do tempo de envelhecimento (V1gia= 528,683 A% Va14ias= 529,084 Ad).

Analisou-se por TFIV a gelatina utilizada para a sintese dos compdsitos, com
objetivo de se obter uma referéncia, assim como foi feito para as amostras controle,
para comparagao entre os compaositos sintetizados.

No espectro da gelatina (GEL), que pode ser observado na Figura 36,
observou-se a presenca da deformacdo axial de O-H em 3475 cm™ do grupo
carboxila e de C-H em 2930 cm™, a absorgdo de N-H esta encoberta pela banda de
O-H. A deformacdo axial de C=0 da amida aparece em 1640 cm™ e C=0 dos grupos
carboxila em 1550 cm™. Ainda ha a presenca de deformacgao axial de C-N da amida
em 1425 cm™ e deformacéo axial do grupo C-C-O em 1093 cm™.

Nos espectros dos compdsitos HAP/GEL, (amostras GEL1 e GEL2), verificou-
se a presenga das absorgdes caracteristicas dos grupos funcionais da HAP e
também da gelatina, no entanto, as intensidades referentes as absorgdes da gelatina
sao maiores. As intensidades dos ions fosfato e carbonato sdo equivalentes as

observadas nas amostras controle.
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Figura 36- Espectro de IVTF da gelatina utilizada para a sintese dos compésitos HAP/GEL.

Com o aumento do tempo de envelhecimento houve a intensificagdo das
absorcbes dos ions fosfato e carbonato, com encobrimento das bandas
caracteristicas da gelatina. As bandas de carbonato tornaram-se mais intensas,
indicando a formacao de carbonato apatita.

As intensidades nos mostram que ha maior presenca de ions fosfato do que
ions carbonato. Também se pdde observar a presengca dos ions OH" livres e

hidratados, e de grupos N—H.
IV.4.1 Estudo Comparativo
Em relacdo as amostras controle, observou-se que as amostras com 21 dias

de envelhecimento apresentaram bandas de carbonato mais intensas, como pode

ser visto na comparagao apresentada na Figura 37.
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A existéncia de duas bandas em aproximadamente 1400-1500 cm™ e uma
banda em 870 cm™ indica a presenca do grupo CO;*. Estas duas regides
contribuem para a identificacdo do sitio em que o ion COs;* estd inserido,
principalmente a deformacdo angular fora do plano (800p), V2. Rey et al., (1989)
mostraram que a banda em 879 cm™ pode ser associada ao carbonato no sitio A, a
banda em 873 cm™ refere-se ao carbonato no sitio B, as duas bandas em 879 e 870
cm™, carbonato apatita do tipo AB, a banda localizada em 866 cm™ pode ser
atribuida a carbonatos em ambientes amorfos ou a carbonatos instaveis.

A existéncia de uma banda em 873 cm™ e de duas bandas em 1425 e 1452
cm” deve-se a presenca do grupo COs* substituindo o sitio dos grupos PO,*
caracteristicos da hidroxiapatita carbonatada do tipo B, como pode ser verificado na
figura 84. *°

O alargamento das bandas que se localizam nas regides 590-610 cm™ indica
materiais pouco cristalinos. O aumento do teor de carbonato contribuiu para a
diminuicdo da cristalinidade. Além disso, a presenca de carbonato na estrutura
abaixa a estabilidade térmica da HAP, tendo como resultado sua decomposi¢cédo em

CaO como fase secundaria.*> ®’
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Figura 37- Espectros de IVTF das amostras controle apds os dois periodos de envelhecimento
estudados.

Os compdsitos HAP/GEL apresentaram bandas adicionais em relagdo as
amostras controle, quando o tempo de envelhecimento foi de um unico dia para
estas mesmas amostras. Além das bandas caracteristicas da hidroxiapatita estas
amostras apresentaram bandas caracteristicas da gelatina, com bandas de
carbonato e fosfato com intensidades equivalentes. A Figura 38 mostra a
comparagcdo de todos os compositos sintetizados apdés os periodos de
envelhecimento estudados.

Verificou-se que com o aumento do tempo de envelhecimento as absorgdes
de fosfato e carbonato tornaram-se mais intensas, com encobrimento das bandas
caracteristicas da gelatina.

Comparando-se o0s espectros da amostra GEL1 com 21 dias de
envelhecimento e da amostra controle com o mesmo tempo de envelhecimento,
observou-se um aumento significativo na intensidade das bandas caracteristicas do

ion carbonato na amostra GEL1. Podemos dizer que a formacao de carbonato



85

apatita do tipo B € mais evidente na amostra com adicdo de 3 g/L de gelatina
(GEL1), com 21 dias de envelhecimento.

Com o aumento da concentragdo de gelatina (GEL2) e também com o
aumento do tempo de envelhecimento, as bandas de fosfato tornaram-se mais
intensas. As intensidades das bandas de carbonato e hidréxido diminuiram quando o
tempo de envelhecimento foi de 21 dias, mas ainda apresentavam bandas
caracteristicas de N—H da gelatina.

Os fortes picos de R—COO™ em 1640 cm™ caracteristicos da gelatina e os
picos com nimero de onda mais elevado em 1655-1651 cm™, presentes na amostra
GEL2 com 21 dias de envelhecimento, sdo devidos aos ions de Ca** acoplados com
0 R—COOQO" com a interagao eletrostatica e o aumento da intensidade de refletancia
com o aumento da concentracdo de gelatina.®® Sabe-se que os grupos R—COO" da
gelatina em pH=7 estdo na maioria na forma idnica e oferecem sitios de ligagcao para

os ions Ca®* por causa da atracdo idnica entre estes ions.*

GEL2-1 dia

T%
GEL1-1dia

GEL1-21 dias

l‘\\\l‘\l\\‘\l\\ll\\\‘\\\\‘\

s L B S ) EOS S W
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NGmero de onda (cm™)

Figura 38- Espectros de IVTF dos compésitos HAP/GEL apds os dois periodos de envelhecimento
estudados.
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Pode-se observar, a partir dos calculos de tamanho de cristalito, que com o
aumento da concentracdo de gelatina e também com o aumento do tempo de
envelhecimento, ocorre a diminuicdo do tamanho de cristalito Isso pode ter sido
causado pelas diferentes intensidades das interacdes entre os ions.

Com o aumento da concentragdo de gelatina, a fonte de ions R—COO"
disponiveis para a a complexacéo com os ions Ca?* conduz a um grande niimero de
nucleos para o crescimento da HAP cristalina , de modo que o cristal ndo cresce
grandemente.®

Consequentemente, podemos dizer que nas amostras controle houve a
incorporacdo de ions COs* na estrutura da HAP, formando uma carbonato apatita
do tipo B. Ainda pdde-se observar a formacdo de carbonato apatita tipo B, nas
amostras GEL1, com formagdo mais significativa na amostra com 21 dias de
envelhecimento. Entretanto, as amostras GEL2 mostraram diferente comportamento
quanto a formagdo da HAP. Nas amostras com maior concentracdo de gelatina,
houve a maior interacdo entre os ions Ca®** da HAP e os ions R—COO" da gelatina
em solucédo, levando a formacdo de um complexo Ca/GEL, reduzindo a intensidade

das absorcdes caracteristicas dos grupos carbonato, CO5>.

IV.5 Caracterizacdo morfolégica por Microscopia Eletrénica de Varredura

Cristais de hidroxiapatita estequiométrica normalmente apresentam-se na
forma de agulhas e sua morfologia esta diretamente relacionada com os parametros
de sintese, principalmente temperatura, tempo de digestédo e tipo de substituinte. %

De acordo com Legeros (1991), a incorporacdo do COs* promove o

crescimento ao longo das dimensdes radiais. O pH também influencia na morfologia
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do material, pois amostras sintetizadas em pH elevado tendem a formar cristais
esféricos. %

O exame das microscopias das amostras sintetizadas (Figura 39) revelou que
ha formacado de aglomerados e que os cristais sdo nanoestrurados. Uma analise
mais proxima indica que a superficie destas particulas consiste em muitas particulas
ultrafinas, com uma tendéncia a se aglomerar deixando nanoporos no meio do
aglomerado. As formagdes dos poros sdo benéficas, pois permitem a circulagéo do
|97

fluido fisiolégico quando é usado na superficie de um biomateria

O aumento do tamanho de particula conduz a uma diminuicdo na area de

superficie especifica dos pos da HAP. %

(d)
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Figura 39- Microscopias dos pos das apatitas sintetizadas (a) Amostra Controle com 1 dia de
envelhecimento (b) Amostra Controle com 21 dias de envelhecimento (c) GEL1 com um dia de
envelhecimento (d) GEL1 com 21 dias de envelhecimento (e) GEL2 com 1 dia de envelhecimento (f)
GEL2 com 21 dias de envelhecimento.

A morfologia do cristal sofre alteragées quando ocorre substituicdo do PO, e
OH pelo grupo COs*. Os cristais que apresentam forma acicular passam a ter
morfologia mais esférica com o aumento do teor de carbonato. 2% *

Acredita-se que o tamanho do cristalito e a morfologia das particulas
precipitadas sao os fatores mais importantes que governam suas areas de

superficie. Esses fatores variam de acordo com o método de precipitacao,

temperatura e tempo.
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CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo a produgéo e caracterizagdo da HAP obtida
por reagcdo de precipitacdo junto a adigdo de gelatina comercial. A analise dos
resultados obtidos permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

1- O método de precipitagao por titulagao, utilizando como reagentes solug¢des
de Ca(OH), e H3PO4, mostrou-se eficiente para a produgdo de compdsitos
HAP/GEL. Verificou-se que a utilizagdo de gelatina na forma de solugao proporciona
uma interacao efetiva entre a molécula de gelatina e a fase mineral formada. O
método de sintese empregado proporcionou a produgao de carbonato apatitas com
cristais de dimensdes nanométricas e similares estruturalmente a apatita biolégica.

2- A incorporacado do ion carbonato provocou alteracdes nas caracteristicas
estruturais das apatitas nanoestruturadas que foram observadas pelas diferentes
técnicas adotadas.

3- Andlises dos difratogramas de DRX indicaram que o aumento do teor de
carbonato provoca uma diminuicdo da cristalinidade e da estabilidade térmica dos
materiais produzidos. O tratamento térmico a 1000°C/1h acarretou a decomposicao
das amostras com alto teor de carbonato em trés fases secundarias: HAP, CaCO; e
CaO.

4- A utilizacdo do Método de Rietveld nos refinamentos dos difratogramas
indicou que a fase majoritaria € de uma hidroxiapatita. O refinamento forneceu
informacdes sobre tamanho do cristalito, indicando que sdo da ordem de
nandmetros. Os calculos para determinar a microdeformacéo dos cristais mostraram
que as microdeformacdes sdo menores na direcdo em que o cristalito € maior, e que

ha uma anisotropia no tamanho dos cristais na direcédo [002].
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5- Analises de TFIV mostraram que ocorre grande incorporacgéo do ion CO5*
na estrutura das amostras sem adigdo de gelatina, e também nas amostras com a
menor concentracdo de gelatina (GEL1), com formagao ainda mais significativa na
amostra com 21 dias de envelhecimento, sendo que o ion COs* é inserido no sitio B,
substituindo o grupo PO,>, formando uma carbonato apatita do tipo B. Entretanto, as
amostras GEL2 mostraram maior uma interacdo entre os ions Ca®" da HAP e os
ions R—COQO" da gelatina em solugado, levando a formagdo de um complexo
Ca/GEL, uma vez que as intensidades das absor¢des caracteristicas dos grupos
CO3* sd0 menos intensas.

6- Os resultados de MEV mostraram que os cristais das apatitas sintetizadas

sdo nanoestruturados e que ha formacgao de aglomerados.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1- Caracterizacdo estrutural mais detalhada das apatitas nanoestruturadas
através de técnicas como XPS e EXAFS.

2- Estudo da dissolucado das apatitas nanoestruturadas em p6 e em pastilhas
densas utilizando meio aquoso e fluido corpéreo simulado (SBF).

3- Estudo da formagao do compdsito variando outros parametros de sintese,
tais como concentragdo de gelatina, pH, tempo de envelhecimento, precursores de
calcio e fésforo.

4- Comportamento “in vitro” e “in vivo” das apatitas nanoestruturadas.

5- Verificar as propriedades mecanicas dos compasitos.
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