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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de possiveis biomateriais
sintetizados pela reacdo hidrotérmica entre o etanoato de calcio monohidratado e o
monofosfato de amonio anidro aditivados com 57.6, 288 e 576 ppm de um precursor de
jons nidbio (V), o complexo de nidbio oxo-tris (oxalato) niobato de aménio e
hidrogénio trihidratado que até o momento é pouco empregado na sintese de
biomateriais. Em uma éarea de crescentes inovagdes, esta aditivacdo possibilita a
obtencdo de ortofosfatos de célcio com novas perspectivas no campo dos biomateriais
em relacdo as caracteristicas de biocompatibilidade, morfoldgicas e estruturais.A sintese
foi realizada com temperaturas variando de 100 a 200 °C durante 24 horas com o
emprego do diaminometanal para controle do pH de precipitacdo e do &cido 2-hidroxi-
1,2,3 propanotricarboxilico monohidratado como regulador do pH inicial da sintese e
como agente quelante para os ions metalicos.Para a caracterizagdo das fases formadas
nas amostras obtidas foi utilizada a técnica de difracdo de raios X (DRX) sendo estas
fases confirmadas pelas técnicas espectroscépicas de espectroscopia de absor¢do na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (IV-TF) e espectroscopia
Raman.As técnicas de microscopia eletrdnica de varredura acoplada com detector de
energia dispersiva de raios X (MEV-EDX) e, de microscopia eletronica de transmissao
(MET) foram empregadas para visualizagdo do formato das particulas e mapeamento de
elementos presentes enquanto as técnicas de analise granulométrica por difracao de laser
(DL) e, de analise por espalhamento dindmico de luz (EDL) caracterizaram a
distribuicdo do tamanho de particulas. Analises térmicas (TG e ATD) foram realizadas
para verificar o comportamento térmico e a composicao quimica foi determinada através
da fluorescéncia de raios X (FRX).A rugosidade da amostras foi avaliada através da
técnica de microscopia de forca atbmica (AFM).Estes materiais foram submetidos a
testes de citotoxicidade através dos ensaios do emprego do corante azul de Tripan,
medida da reducdo do MTT e, medida da captacdo do corante vermelho neutro a fim de
inicialmente caracterizd-lo como um biomaterial.Os resultados obtidos neste estudo
permitem concluir que a fase predominante nas amostras € a hidroxiapatita,
Cas(P0O4)30H.O aumento da aditivacdo do precursor de ions nidbio (V) a partir de 288
ppm provoca o surgimento de fases minoritarias de compostos de niébio e 0 mesmo
precursor afeta a morfologia e o crescimento das particulas originando aglomerados do
tipo flower também conhecidas como morfologias auto-estruturadas sendo estes
aglomerados predominantemente arredondados com dimens6es micrométricas formados
por cristalitos nanométricos.As amostras mantiveram estabilidade térmica até 1000 °C
sem a formacdo de outros ortofosfatos de célcio além da hidroxiapatita.A presenca dos
ions nidbio (V) foram identificados em todas as amostras aditivadas. A citotoxicidade
das amostras pode ser comprovada pelos resultados nos ensaios in-vitro que
apresentaram resultados aceitaveis para a possibilidade de realizacdo de outras
caracterizacbes de biocompatibilidade de modo a definir o emprego das amostras
obtidas como biomateriais.

Palavras-Chaves: Ortofosfatos de calcio, Hidroxiapatita, Niobio (V), Hidrotermal,
Biomateriais.




ABSTRACT

This study aimed to obtain potential biomaterials synthesized through hydrothermal reaction
between monohydrated calcium ethanoate and the anhydrous ammonium monophosphate with
addition of 57.6, 288 and 576 ppm niobium ion precursor (V), the ammonium niobate oxo-tris
(oxalate) niobium complex and trihydrated hydrogen that so far has not been often used in
biomaterial synthesis. In such an area of increasing innovations, this addition enables to obtain
calcium orthophosphates with new perspectives in the biomaterial field in relation to the
characteristics of morphological and structural biocompatibility. The synthesis was carried out at
temperatures ranging from 100 to 200°C for 24 hours with the use of diaminomethanal to control
the precipitation pH and the 2-hydroxy-1,2,3 propano tricarboxylic monohydrated as a regulator of
the synthesis initial pH and as a chelating agent for the metallic ions. X-ray diffraction (XRD) was
used to characterize the phases formed in the samples, and these phases were confirmed through
the Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and Raman spepctroscopy (RS). The scanning
electronic microscopy coupled with X-ray dispersive energy (SEM-XDE) and, transmission
electronic microscopy (TEM) were employed to visualize the format of the particles and map the
elements present while the laser diffraction granulometric analysis (GDL) and dynamic light
scattering analysis (DLS) characterized the distribution of particle sizes. Thermal analysis (TG and
DTA) were carried out to verify the thermal behavior and the chemical composition was
determined through X-ray fluorescence (XRF). The sample roughness was evaluated through the
atomic force microscopy technique (AFM). These materials were submitted to toxicity tests
through tests with the Tripan blue dye, MTT reduction measurement and, neutral red dye uptake
measurement in order to characterize it initially as a biomaterial. Results obtained in this study
enable to conclude that the predominant phase in the samples is the hydroxyapatite, Cas(PO4)3;0H.
The increase in the addition of niobium ions precursor (V) from 228 ppm on provokes the
appearance of minority phases of niobium compounds and the same precursor affects the
morphology and growth of particles originating flower like agglomerates also known as self-
structured, and these agglomerates are mainly round with micrometric dimensions formed by
nanometric crystallites. The samples kept thermal stability up to 1000°C without forming other
calcium orthophosphates besides the hydroxyapatite. The presence of niobium ions (V) was
identified in all added samples. The citoxicity of samples could be confirmed by the results of in
vitro tests which presented reasonable results enabling other biocompatibiliity characterizations to
be carried out to define the use of the samples obtained as biomaterial.

Keywords: Calcium Orthophosphates,Hydroxyapatite,Niobium (V),Hydrothermal, Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Os ortofosfatos de célcio sdo materiais multifuncionais, e devido & suas
caracteristicas, apresentam ampla aplicacdo. Entre estas, cabe destacar o seu uso em
aplicacBes biomédicas. Uma das vantagens destes materiais é a capacidade de aceitar
substituicdes idnicas, e sua excelente biocompatibilidade. Além disso, algumas de suas
propriedades variam significativamente de acordo com o tipo de fosfato, como a
solubilidade ou a velocidade de reabsorcdo, podendo ser modificada em funcdo da

aplicacao pretendida™.
1.1 JUSTIFICATIVA

Este projeto de pesquisa teve a proposta de obter um ortofosfato de célcio, com a
fase principal composta de hidroxiapatita,um material tradicionalmente empregado
devido as suas propriedades de biocompatibilidade, aditivado com um precursor de ions
niébio (V) ™.

Quando se faz uma aditivagdo em uma matriz hospedeira justifica-se pela
possibilidade de alteracBes nas propriedades fisicas, quimicas, morfologicas e de
biocompatibilidade, sendo a nossa proposta o uso de uma fonte de matéria-prima que
poderia alterar as propriedades de biocompatibilidade da hidroxiapatita e outras
propriedades fisico-quimicast.

Dentro das matérias-primas disponiveis em nosso territorio,o niébio na forma de
um sal altamente sollvel em meio aquoso e até o momento ndo utilizado em
biomateriais conhecido como complexo amoniacal de nidbio foi selecionado para a
realizacdo deste trabalho?.

O Brasil detém as maiores reservas minerais de nidbio e em 2010 respondeu pela
producéo prevista de 96% da producdo mundial do minériot?.

A figura 1 traz um grafico que apresenta a comparagdo da producdo mundial de

niobio e a producdo brasileira.
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Figura 1 GRAFICO DA PRODUCAO MUNDIAL E BRASILEIRA DE MINERIO DE
NIOBIO NO BRASIL ENTRE 2000 E 2010.

Produgdo Mundial de Nidbio
g 100000 - ""___——————————_______
T 72500 33000 80000
2 380584185
§ 50000 + 458 8058
E H Mundo
a‘% —_— 4 Brasil
_§ 2000 5005 oo
& 2010
Ano

FONTE: INSTITUTO BRASILEIRO DE MINERACAO. BOLETIM DE INFORMACOES E DE
ANALISES DA ECONOMIA MINERAL BRASILEIRA - 72 EDICAO, 2012.

O uso do nidbio continua concentrado ainda em ligas metalicas devido ao
acréscimo da resisténcia a corrosdo e a diminuicdo do peso das ligas metalicas
ocasionando na reducdo de custos e aumento da sustentabilidade ambiental'™ e ha
limitada quantidade de pesquisas sobre a utilizacdo do nidbio e seus compostos em
biomateriais.

A literatura, até 0 momento, é muito restrita quanto ao uso de niébio (V) na area
de biomateriais, com cerca de 260 artigos quanto ao uso de nidbio (V) com
hidroxiapatita, sendo que em grande parte composta pela utilizacdo de Nb(V) na forma
de liga metélica®®!.

E reconhecido que o método empregado e a escolha dos precursores tém grande
influéncia nos resultados morfoldgicos, fisicos e quimicos dos materiais obtidos e a
necessidade da caracterizacdo para avaliar estes resultados sdo fundamentais para o
entendimento do processo de sintese e do direcionamento da aplicabilidade destes novos
materiais e com a verificagdo dos resultados obtidos com os pardmetros de sintese
hidrotérmica e precursores empregados através da utilizacdo de técnicas de
caracterizacdo, espera-se que este trabalho de pesquisa contribua e auxilie no
entendimento do emprego do método hidrotermal com a adi¢do de dopantes na obtengéo
de ortofosfatos de calciot*??!,

O método de sintese proposto nesta pesquisa € o método hidrotérmico ou
hidrotermal, um método ndo tdo difundido como os métodos usuais de obtencdo de pos

a base de hidroxiapatita como os métodos da precipitacdo quimica e sol-gel 1.
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A escolha deste método foi devido a possibilidade de obter a hidroxiapatita como
fase principal diretamente em solucdo aquosa com o uso da pressdo correspondente ao
vapor saturado da &gua, controle da temperatura da sintese e controle do pH da sintese
através da decomposico e hidrélise de um agente de precipitacio homogénea!®.

A vantagem de se ter uma sintese em uma etapa Unica sem a necessidade de
operacdes anteriores como a precipitacdo e envelhecimento e posteriores como a
moagem e sinterizagcdo para obter uma distribuicdo de tamanho e morfologia de
particulas, cristalinidade e fases presentes tornam o método hidrotérmico
potencialmente atraente para novas contribuicdes no desenvolvimento da sintese de
biomateriaist®.

A publicacdo que o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE) apresenta
intitulada como Materiais Avancados no Brasil e publicada no ano de 2010, enfoca que
a pesquisa, desenvolvimento e inovagdo dos processos de sintese de matéria-prima com
controle das caracteristicas estruturais e fisico-quimicas do material obtido, poderdo
viabilizar ao Brasil, a possibilidade de se tornar um grande produtor dos principais
commodities de que depende a humanidade no ambito do desenvolvimento de materiais
avancados em aplicacdes magnéticas, eletronicas e fotonicas; energia; defesa nacional e
seguranca publica; atividades espaciais; meio ambiente; recursos naturais minerais e
bioldgicos, satide e medico-odontolégico; e tribologia .

Este projeto de pesquisa inclui-se em uma destas areas: no desenvolvimento de
materiais biocompativeis com o organismo humano, para a area da salide e médico-
odontoldgica aonde a necessidade do desenvolvimento de matéria-prima, pessoal
especializado e conhecimento cientifico é necessario, pois a cada dia ocorre 0 aumento
do uso de implantes ortopédicos; proteses endovasculares; materiais dentarios;
nanoestruturas para diagnostico e tratamento de doencas; materiais carreadores para
sistemas de liberacdo controlada; e materiais para engenharia tecidual devido a
tendéncia da medicina diagnostica e regenerativa que visa a melhoria da qualidade de
vida da populacao ™.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, (IBGE), a esperanca de
vida ao nascer para o brasileiro vem aumentando ao longo dos anos, como pode ser
visto no gréafico da figura 2, de modo que até o ano de 2050 a expectativa de vida no
Brasil de 81.29 anos sera comparavel ao dos paises desenvolvidos e maior que a média

mundial de 76 anos [,
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Este fendmeno de envelhecimento populacional, devido as condicOes
progressivas da qualidade de vida e ao modo de vida da sociedade atual, ocasionara
também o aumento das doengas Osseas que necessitard de tecnologias e dispositivos

disponiveis para proporcionar a usufruicio adequada do tempo de vida ©°!,

Figura 2 — GRAFICO DA EVOLUCAO DA ESPERANGA DE VIDA NO BRASIL ENTRE
1980 E 2050.

Evolugiio da Esperanga de Vida dos Brasileiros

62 66 681 g9 7408 8129

anos

1980 —H%5jﬁ“h“‘“r“‘““==r-=hhﬁﬁrhﬂhhﬁm;z
1991

2010 2050

Expectativa de Vida em

Ano

FONTE: INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. TABUA DE VIDA
EVOLUGCAO DA MORTALIDADE, IBGE, 2001.

Além disto, o aumento das fraturas traumaticas causados por acidentes no
transito e devido a violéncia exigem o0 uso das tecnologias e dispositivos relacionados a
biomateriais para tratamentos ortopédicos que estimulem e acelerem a regeneracao
6ssea M.

O mercado brasileiro de biomateriais deve crescer de 2010 até 2015 algo em
torno de 19,5% segundo o relatério do site da empresa CompaniesandMarkets.com!” e
assim o estimulo a pesquisa desenvolvimento e inovagdo nesta area devera aumentar
para poderem suprir estas necessidades, visto que em areas como a de proteses de joelho
e quadril os problemas de desgaste da protese dentro do organismo humano e a necrose
dos tecidos do local ainda sdo bastante frequentes ™.

O mercado de implantes, restauracOes e regeneragdo odontolégica é outro setor
de demanda de novas tecnologias em materiais biocompativeis sendo um exemplo disto

0 uso alternativo de fosfatos de calcio na técnica de capeamento pulpar em substituicio ao hidroxido
de calcio de modo a prevenir o dente de sofrer uma intervencéo endoddntica .

Um material para ser biocompativel ndo deve induzir problemas inflamatorios,
possuir nenhuma citotoxicidade ou provocar alterages genéticas para as células nativas,

tecidos ou 6rgéos vivos do corpo hospedeiro e para os fluidos endogenos e para algumas
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aplicacbes deve ter uma resisténcia biomecénica e facilitar a integracdo com tecidos
6sseos .

Desta forma o emprego da combinacdo de hidroxiapatita, nidbio e sintese
hidrotermal justificam esta pesquisa com um carater de desenvolvimento e inovacdo no

campo dos biomateriais e materiais funcionais.
1.2 REVISOES BIBLIOGRAFICAS
1.2.1 ORTOFOSFATOS DE CALCIO

Os ortofosfatos de célcio sdo muito usados devido a sua composi¢do quimica
similar ao 0sso natural e a excelente biocompatibilidade sendo os mais usados a
hidroxiapatita e o fosfato tricalcico tem demonstrado grande aplicabilidade como
enxerto 6sseo e veiculo para liberagdo de farmacos

A definicdo de biocompatibilidade refere-se a capacidade de um material em
produzir um efeito benéfico em uma aplicacéo especifica em um organismo vivo ™.

Outras defini¢cdes importantes quando nos referimos ao assunto de biomateriais
sd0 as seguintes *;

(a) materiais incompativeis: aqueles que apresentam toxicidade desde alergias até
rejeicdo completa;

(b) materiais bioinertes: ndo apresentam toxicidade, mas também nédo apresentam
um efeito de interacdo celular;

(c) materiais biotolerantes: sdo aceitos no organismo humano em pequenas
quantidades;

(d) materiais bioreabsorviveis: sdo dissolvidos ou reabsorvidos nos organismos;

(e) ceramicas bioativas: facilitam a integracdo d6ssea e as vezes sdo reabsorvidos
e transformados em tecidos 0sseos calcificados;

(f) materiais osteocondutores: permitem a proliferagdo celular através de
estruturas interconectadas;

(g) materiais osteoindutores: possuem a propriedade intrinseca de promover o
crescimento 0sseo.

O termo apatita refere-se a compostos que incluem ndo somente os fosfatos de

calcio e possuem formula geral 142




M1o(XO4)sY>, onde M** é um metal e XO,> e Y s&0 os anions.
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Os metais M mais comuns sdo o Ca, Pb, Cd, Sr, La, Ce, K, Na; enquanto 0s
anions X normalmente é o P, V, As, Cr, Si, C, Al, S; e Y sdo OH, ClI, F, CO3, H20, o

sendo esta uma propriedade da estrutura das apatitas que podem promover uma série de

substituicdes i0nicas que podem incluir, por exemplo, a substituicdo parcial ou total de

Ca’ " por cétions bivalentes como Ba**, Sr?* ou Pb?* (1112,

Outra caracteristica comum das apatitas é a ocorréncia de haleto e ions OH"

presentes na mesma estrutura enquanto outras substituicfes que podem ocorrer incluem

substituicdes acopladas em que um ion é trocado por outro que tem o mesmo sinal, mas

difere na posicdo. Um exemplo disso é a substituicdo acoplada do fon calcio, Ca®* por

fons de sédio, Na *, acompanhado pela substituicdo de um fon fosfato, PO,® ~ por um

fon carbonato, CO3 para formar CagNa(PO,4)sCO3 (OH) ».

O quadro 1 mostra as caracteristicas dos principais ortofosfatos de calcio 4

QUADRO 1

QUADRO 1 - PRINCIPAIS ORTOFOSFATOS DE CALCIO

FORMULA
NOME Ca/P FASE SIGLA
MOLECULAR
Dihidrogenofosfato de calcio Ca(HPOL)H 0 050 MCPM
monohidratado
Monohidrogenofosfato de calcio CaHPO, 1.00 Monetita | DCPA
anidro
Monohidrogenofosfato de calcio CaHP0,.2H,0 1.00 Brushita | DCPD
dihidratado
Fosfato de octacalcio CagH,(POy4)6.5H,0 1.33 OCP
ou Fosfato de Célcio
pentahidratado
Hidroxiapatita deficiente Cayo.xHPO4(PO4)s. 1.50- CDHA
em célcio «(OH), 1.67
Fosfato de calcio amorfo Cay(PO4),.NH;0 15 ACP
n =3-4.5; 15-20% H20
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Dihidrogenofosfato de Calcio Ca(H,PO,), 0.5 MCP
a-Fosfato tricélcico a-Caz(POy), 1.5 a-TCP
B-Fosfato tricélcico B-Cas(POgy, 1.5 B-TCP

Hidroxiapatita (800°C) Cas(PO,)s0H 1.67 Hidroxia | HAp
patita
Oxiapatita Cayo(P0O,)s0O 1.67 OXA
Fosfato tetracéalcio ou Tetrafosfato | Cas(POy), 2.00 Hilgento | TetCP ou
de célcio ckita TTCP
Pirofosfato de célcio CayP,04 1.0 CPP

Fonte: Adaptado de GUASTALDI, Antonio Carlos; APARECIDA, Anahi Herrera.

Fosfatos de calcio de interesse biolégico: importéncia como biomateriais, propriedades e métodos
[13] [14]

de obtengé&o de recobrimentos. Quim. Nova, S&o Paulo, v. 33, n. 6, 2010
Um aspecto que é importante citar nos valores apresentados nesta tabela € que
guanto mais préximo o valor de Ca /P para 1.67, maior sera a estabilidade do material
dentro do corpo humano e mais inerte serd o fosfato cerdmico enquanto este valor
diminui, melhor sera a bioatividade ™*°!.
As propriedades de solubilidade de fosfatos ceramicos podem dar uma indicagéo
da cristalinidade, estabilidade e tamanho do cristal, e o tipo de substituicdes ™.
A solubilidade é uma das propriedades mais importantes e na condi¢cdo de pH

neutro temos a seguinte ordem de solubilidade:
MCPM > TetCP = a-TCP > DCPD > DCP > OCP > 3-TCP > HAp > HA

Desse modo a hidroxiapatita € a mais insollvel dos fosfatos de calcio sendo
insoluvel até PH igual a quatro e em pH inferiores a quatro a fase estavel é a brushita
(CaHPQ,. 2H,0). Em condigdes fisiologicas em pH 7.2,a hidroxiapatita é a fase estavel.

O quadro 2 demonstra as faixas de pH estaveis para alguns ortofosfatos de calcio ™.
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QUADRO 2
QUADRO 2 - ORTOFOSFATOS DE CALCIO E INFLUENCIA DO PH
Sigla Faixa de pH estavel
MCPM 0.0-2.0
DCPD 2.0-6.0
DCPA Estavel a temperaturas acima de
100C
OocCP 5.5-7.0
o-TCP Néo se precipita em solucédo
aquosa
B-TCP Né&o se precipita em solugéo
aquosa
ACP 5.0-12.0
CDHA 6.5-9.5
HAp 9.5-12.0
OXA N&o se precipita em solugdo
agquosa
TTCP N&o se precipita em solugdo
agquosa

FONTE: DOROZHKIN, SERGEY V. BIOCERAMICS OF CALCIUM
ORTHOPHOSPHATES. BIOMATERIALS, VOL.31(7), PP.1465-1485,2010.

1.2.2 HIDROXIAPATITA

A férmula estrutural da hidroxiapatita é representada por Cas(PO,)3(OH), mas é
usualmente escrita como Ca;o(PO,)s(OH), para representar que a célula unitaria contém
duas moléculas ** 12161,

A hidroxiapatita tem uma estrutura cristalografica e composicdo quimica
definida com base em uma célula unitéria de repeticdo e cristaliza-se em um sistema
hexagonal embora haja excecdes cristalizando-se no sistema monoclinico 67,

A hidroxiapatita do sistema hexagonal pertence ao grupo especial P63/m, com
simetria e plano de rotacdo hexagonal e parametros de rede, a=b=9.422 A e eixo
c=6.883 A [t 12171

A forma monoclinica da hidroxiapatita (figura 3) pertence ao grupo espacial
P21/b com pardmetros de rede, a=9.426 A, b=2a, e c= 6.887 A, angulo o e B iguais a
90° ¢ y igual a 119.97° com volume da célula unitaria de 1060.4 A% e é considerada

mais ordenada e termodinamicamente estavel que a forma hexagonal ¢ *"*°! A figura 3
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mostra a célula unitéria da hidroxiapatita monoclinica. A figura 3 foi visualizada no
programa Crystal Explorer 3.0 a partir de arquivos cristalograficos CIF, ficha 50656,

obtidos no banco de dados ICSD disponibilizado pelo CAPES no Portal da Pesquisa 1*°).

FIGURA 3 - CELULA UNITARIA DA HIDROXIAPATITA MONOCLINICA

FONTE: ICSD (2013)

Na célula unitaria da hidroxiapatita ha duas posicdes cristalograficas diferentes
para os dez 4tomos de calcio sendo que quatro &tomos ocupam o sitio | e estdo rodeados
por nove atomos de oxigénio que pertencem ao tetraedro PO,%.

Na figura 4 podem-se visualizar os tetraedros da célula unitaria da hidroxiapatita

hexagonal.
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FIGURA 4 - CELULA UNITARIA DA HIDROXIAPATITA MOSTRANDO OS
TETRAEDROS DE PO,/*

FONTE: ICSD (2013)

Ha& seis atomos de calcio no chamado sitio Il sendo eles coordenados por seis
atomos de oxigénio do tetraedro e um oxigénio do grupo hidroxila ™.

A figura 5 mostra a estrutura hexagonal da hidroxiapatita onde se podem
visualizar os sitios | e 1l do calcio. Os parametros de rede desta estrutura sdo: a= 9.412
A, b=ae c=6.853 A ¢ os angulos a e B iguais a 90° e y de 120°.

A figura 5 foi visualizada no programa Crystal Explorer 3.0 a partir de arquivos
cristalograficos CIF, ficha 157481, obtidos no banco de dados ICSD disponibilizado

pelo CAPES no Portal da Pesquisa [*%.
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FIGURA 5 - CELULA UNITARIA DA HIDROXIAPATITA HEXAGONAL

FONTE: ICSD (2013)

Apesar de a hidroxiapatita estequiométrica servir como modelo, € sabido que a
hidroxiapatita produzida biologicamente é muito mais complexa, néo s&o
estequiométricas, possuem uma razao atbmica Ca/ P <1,67 e ndo contém ions e radicais
oriundos sé da hidroxiapatita, mas também tracos de COs3;, Mg, Na, F e Cl e estas
quantidades variam de acordo com o tipo especifico de tecido, que esta relacionado com
as propriedades e bioatividade do mesmo 1224,

A hidroxiapatita pura € composta de 39% em peso de Ca, 18.5% de P e 3.38% de
OH dando uma relacdo em peso de Ca / P de 2,151 e razdo em quantidade de matéria de
1,6667 enquanto a hidroxiapatita densa contendo apenas a fase de hidroxiapatita ou
misturado com outras fases Ca-P pode apresentar uma variagcdo na relacdo Ca / P,
quando sinterizados, e isto podem ser atribuidos & presenca de fases secundarias, tais
como B-TCP. A presenca de defeitos na rede estrutura cristalina da hidroxiapatita
sinterizados a temperaturas mais baixas sdo conhecidos por induzir uma resposta
bioldgica in vivo em comparacdo com aqueles sinterizadas a maior temperatura. Esta

resposta esta relacionada com o tipo e quantidade de defeitos que residem no material
[21]
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Em temperaturas de 950 °C a hidroxiapatita contém defeitos que sao
paralelepipedos hexagonais, bem como outros tipos de defeitos que sdo mais
predominantes que os presentes a 1250 © C 1?1

As propriedades dissolucdo da hidroxiapatita densa € importante na determinacéo
da quimica da superficie do material em relacdo as interagdes bioldgicas para a
hidroxiapatita usada em implante. Quando a hidroxiapatita é submetida a um ambiente
acido parcial a dissolucdo ocorre na superficie formando uma camada hidratada que
consiste de ions minerais. Este comportamento é analogo a interacdo de apatitas
bioldgicas com fluidos bioldgicos e isto sugere que a composicao da bioceramica e o pH
da solucéo influenciam a quimica da superficie, uma vez que o ambiente mais acido ira

causar uma maior dissolucdo da hidroxiapatita da superficie %

1.2.3- MONETITA

O composto CaHPO, (DCPA) é um fosfato dicalcio anidro e é um fosfatos de
calcio moderamente acido e altamente sollvel. Cristaliza-se no sistema triclinico com
parametros de rede: a=6.910 A, b=6.627 A, ¢=6.998 A e é obtida pelo tratamento

térmico da brushita ?21,

1.2.4 BRUSHITA

A brushita é o fosfato dicalcio dihidratado (CaHPO4-2H,0) cristaliza-se no
sistema monoclinico, grupo espacial Cc, com parametros de rede: a=6.359 A, b=15.177
A e c=5.81 A e pode ser sintetizado usando CaCO3—NH4H,PO,4 como precursores e 0s
cristais de brushita podem ser transformados em monetita por tratamento térmico a 200
°C por 2 horas através da desidratacdo das moléculas de dgua segundo a reacdo 1. Os
cristais obtidos sdo agulhados, prismaticos e tabulares %!

CaHPO,4.2H,0 —CaHPO,
Reacdo 1 — Reagdo de Transformagdo da Brushita em Monetita
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1.2.5 HIDROXIAPATITA DEFICIENTE EM CALCIO

Na estrutura 0ssea, a hidroxiapatita é usualmente encontrada como deficiente em
calcio, com valores da razdo Ca/P abaixo de 1.67, o que confere a capacidade de troca
idnica com vaérios céations **! A hidroxiapatita deficiente em calcio é formada em
solucdes aquosas através da reacdo de ions calcio e fosforo ou através da transformacéo
do OCP. Através da reacdo do estado solido em temperaturas de 700 a 1200 °C ser
transformada em hidroxiapatita e B-TCP segundo as reac6es quimicas do estado solido
(15291 de modo que uma hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA), Caso.
x(HPO4)X(PO4)s.x(OH),.x com x variando de O até 2 teremos para x=0.5 a seguinte

reacdo quimica do estado sélido:

2Cag,5(HPO4)0,5(PO4)5_5(OH)1,5 ----- -> Ca1o(PO4)5(OH)2 +3 Ca3(P04)2 + H,0

Reacédo 2 — Transformagdo da CDHA em hidroxiapatita estequiométrica e f-TCP

1.2.6 FOSFATO DE CALCIO AMORFO

O fosfato de célcio amorfo € uma fase intermediaria que surge na preparacao de
fosfatos de célcio por precipitacdo. Em solugdes aquosas ou em sistemas agua-alcool, o
fosfato de célcio amorfo (ACP) surge de uma relacdo menor de Ca/P, e podem
corresponder ao OCP amorfo [CagH2(PO4)s. NH,O] ou ao DCP amorfo (CaHPO,)
enquanto fases de ACP geralmente com estrutura Caz(PO4)..nH,O aparecem quando a
razdo em quantidade de matéria de Ca/P igual a 1.5 que pode ser explicado pela
presenca de ions como carbonato ou ions provenientes de éxidos em meio basico (9.0
até 11.0) !

1.2.7 A-FOSFATO TRICALCICO E B-FOSFATO TRICALCICO

B-TCP, (B-Cas(POsy), possui uma taxa de degradacdo maior que a hidroxiapatita

e 0s pos de fosfato tricalcico sdo preparados por reagdes do estado sélido ou

decomposicéo térmica de um sistema cristalino monoclinico 22729
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Na decomposicao térmica, o fosfato de calcio amorfo ou hidroxiapatita deficiente
em célcio sdo obtidos em meio neutro ou &cido e sdo usados para a obtencdo do fosfato
tricélcico, sendo que este ndo é formado em sistemas aquosos em condi¢Ges normais,
mas sim a whitlockita que pode ser precipitada quando os fons Ca®* sdo substituidos por
Mg®* ou Mn?*. A fase B-TCP aparece quando calcinada a 800 °C ¢ mantém a
estabilidade at¢ 1100°C. A elevacdo da temperatura do tratamento térmico leva a
transformagdo de fase de B-TCP para a-TCP. A presenca de B-TCP, fosfato tetracalcico,
CasP,09, ou Cas (PO4) 20 juntamente com a fase de hidroxiapatita no material
sinterizado é indicativo de uma relagdo Ca / P relagdo menor do que apenas a da fase de
hidroxiapatita pura (Ca / P = 1,67) e é influenciada pelas condicdes de sinterizacdo e da
temperatura, pois quando a relacdo Ca / P é maior que 1,67 indica a presen¢a de CaO
com a fase de hidroxiapatita. Compostos com fases simples de fosfato tricélcico e
bifasicos com hidroxiapatita tem sido sintetizados por meio do controle da razdo Ca/P e

do pH da solugdo em pés obtidos por coprecipitaggo 26 2729,

1.2.8- OXIAPATITA

A presenca de ions OH™ dentro da estrutura cristalina da hidroxiapatita
estequiométrica possibilita que quando aquecida a temperaturas acima de 1400 'C
ocorra a desidratacdo devido a diminuicdo da pressdo parcial de agua a altas

temperaturas para produzir a oxiapatita (Cao(PO4)sO) 28
1.2.9 FOSFATO DE OCTACALCIO

Também chamado de fosfato de célcio pentahidratado, CagH,(PO4)s.5H20, 0
OCP ¢ transformado em uma hidroxiapatita deficiente em célcio através de uma

hidrélise em pH neutro!®®,

1.2.10 HIDROXIAPATITAS MODIFICADAS

A hidroxiapatita, Ca1o(PO4)s(OH),, possui a capacidade de substitui¢do de ions o
que pode afetar as propriedades fisico-quimicas e de biocompatibilidade assim como
outras propriedades como mecanica e estrutural °. A dopagem com magnésio aumenta

a estabilidade térmica da fase HA+B-TCP até em temperaturas superiores a 1350 °C
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enquanto adicdes de litio e silicio diminuem esta estabilidade B%. Os fons fluoreto
facilmente substituem ions hidroxila diminuindo a solubilidade da hidroxiapatita, mas
em presenca de Mg”*, CO,>, Ti**, Zn*"+, ocorre o processo inverso com o aumento da
solubilidade e com o aparecimento da fase ACP o que aumenta a reabsor¢cdo do material
[30].

A substituicdo do célcio, por exemplo, com magnésio é limitada pela grande
diferenca de raios atbmicos o que acarreta em distorcbes da rede cristalina da
hidroxiapatita e consequente reducéo da cristalinidade. As hidroxiapatitas dopadas com
magnésio tém maior solubilidade e biodegradagao .

As adi¢cdes de ions metélicos com zinco e cobre podem aumentar a atividade
microbiana da hidroxiapatita. Os ions metalicos ligam-se as proteinas e desativando-as e
passam a interagir com a membrana microbiana ocasionando mudanca estrutural e
permeabilidade para depois interagir com os acidos nucleicos microbianos e prevenindo
sua replicagdo 1*2.

Algumas substituicdes podem ter o objetivo de uma atividade benéfica especifica
como a incorporacdo de selénio através da substituicdo parcial de fons fosfato PO,* por
grupos selenito Se0s* a fim de combater células cancerigenas 1.

Na hidroxiapatita biolégica € comum a presenca de ions carbonato nos 0ssos e
dentes humanos podendo chegar até 7.4% em peso. As substituicdes por ions carbonato
sdo divididas em trés grupos:

a) substituicdo do tipo A: quando os ions carbonato ocupam sitios da OH (figura
6) [34];

A figura 6 foi visualizada no programa Mercury 3.0 a partir de arquivos
cristalogréaficos CIF, ficha 97440, obtidos no banco de dados ICSD disponibilizado pelo
CAPES no Portal da Pesquisa %




38

FIGURA 6 - SUBSTITUIGAO TIPO A NA HIDROXIAPATITA

FONTE: ICSD (2013)

(b) substituicdo tipo B: quando os fons carbonato ocupam sitios do PO4* (figura
7) [35];

FIGURA 7 - SUBSTITUICAO TIPO B NA HIDROXIAPATITA
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A figura 7 foi visualizada no programa Mercury 3.0 a partir de arquivos
cristalograficos CIF, ficha 150310, obtidos no banco de dados ICSD disponibilizado
pelo CAPES no Portal da Pesquisa **!.

(c) substituicdo tipo AB: ocupam ambos 0s sitios.

As substituicdes podem ser parciais ou totais de modo que a substituicdo dos
fons PO,> e OH™ pelo fon CO3* normalmente provocam a contracdo do eixo a e b e

expansdo do eixo ¢ ¥,

1.2.11 COMPOSTOS DE NIOBIO

Os estados de oxidacdo do nidbio em compostos variam de -3 até +5 sendo o
estado pentavalente 0 mais estavel e o estado -2 inexistente e 0s compostos de nidbio
formam-se com diferentes cores dependendo do estado de oxidagdo: cloreto de nidbio
(V): amarelo; cloreto de nidbio (Il): marrom; cloreto de nidbio (lI1): verde-escuro;
cloreto de nidbio (IV): marrom brometo de niébio (V): vermelho; iodeto de nidbio (1V):
cinza; iodeto de nidbio (Il): cinza-escuro; 6xido de niobio (V): branco e complexo
peroxo de nidbio (V) séo amarelos ¥,

O nidbio na forma metalica é usado em muitas ligas metalicas para aplicacdes
em biomateriais devido ao aumento da resisténcia a corrosdo como em ligas Ti-12Mo-—
3Nb B8 34 na forma de 6xido existem trabalhos de uso do pentdxido de nidbio como
elemento capaz de melhorar algumas propriedades biolégicas como a adesdo e a
proliferacdo celular ®°. O Nb,Os tem mostrado propriedades bioativas e usado em
revestimentos antialérgicos em endoproteses e também em adesivos para dentistica
servindo como carga de preenchimento ®°. A adicdo do pentéxido de nidbio em
hidroxiapatita através de moagem e sinterizacdo tem resultado em compdsitos com boa
sinterabilidade e propriedades mecanicas com uma estrutura densificada com poros
interconectados %

O pentoxido de nidbio (Nb,Os) é também chamado de acido niobico, cristaliza-
se na forma monoclinica, e € preparado através da hidrélise de compostos solUveis de
niobio ou em solugdes acidas de nidbio sendo um sélido insoldvel em &gua mas sollvel

em acido fluoridrico, a reducdo do Nb,Os nas temperaturas de 1300 até 1700 °C produz




40

0 mondxido de nidbio (NbO), de cor cinza e estrutura cubica enquanto formas
polimorficas sofrem transformac6es em temperaturas mais baixas.

O Nb,Os apresenta polimorfismo devido aos blocos de octaedros de NbOg
ligados nos vértices por &tomos de oxigénios e assim polioxidos como Nb12029, Nb220s4,
NDb47011, NDb250s2, Nbs30132, NbygO70 e H-Nb,Os podem existir. Os blocos sdo
empilhados verticalmente com os blocos adjacentes que estdo compartilhados pelos
vertices. O Nb,,0s4 cristaliza-se na forma monoclinica pertencente ao grupo espacial
P12/m1 enquanto o composto 0-Nb;,0,9 é ortorrémbico com grupo espacial Cmcm
[41,42].

Na figura 8 pode-se observar a célul unitaria do pentdxido de nidbio que foi
visualizada no programa Crystal Explorer 3.0 a partir de arquivos cristalograficos CIF,
ficha 24111, obtidos no banco de dados ICSD disponibilizado pelo CAPES no Portal da

Pesquisa [**!

FIGURA 8 - REDE CRISTALINA DO NB,0Os

FONTE: ICSD (2013)

1.2.12 ROTA HIDROTERMICA

1.2.12.1 O METODO HIDROTERMICO

A sintese hidrotérmica ou hidrotermal é baseada na cristalizacdo de materiais em
solugdes aquosas a temperaturas maiores que 25 °C, normalmente préximas ou iguais a

temperatura critica, e pressdes maiores que 100 kPa ou igual a pressdo critica embora
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condigdes mais amenas de temperatura e pressdo tem sido aplicadas na obtencdo dos
mais diversos materiais 2.

A sintese hidrotermal possui as vantagens de produzir p6s de elevada pureza,
distribuicdo de tamanho de particulas uniforme, composi¢do quimica estequiométrica e
nem sempre exigir, diferentemente de muitos outros processos de sintese de pos
ceramicos que necessitam de operacdes posteriores como a moagem e calcinacdo para se
ter as caracteristicas desejadas de morfologia, cristalinidade e tamanho de particula %!,

N&o ha uma nomenclatura oficial dos métodos hidrotermais, mas entende-se
como sintese hidrotermal como a sintese propriamente dita enquanto pode-se por outro
lado obter-se pds através de outras técnicas e submete-los a um tratamento hidrotermal
com o objetivo de se aumentar a cristalinidade sem aumento do tamanho do cristal 1.

A técnica também pode ser modificada como, por exemplo, com o uso de
aquecimento por micro-ondas que proporciona maior taxa de reacdo, redugdo do
consumo de energia, menor tempo de sintese e maior eficiéncia quando comparada ao
aquecimento convencional (¢,

O método hidrotermal mecanico-quimico envolve o uso de surfactantes
juntamente com o uso de um moinho para obter pés sem aglomerados 7).

E possivel utilizar outros solventes quando o método passa a ser chamado de
solvotermal ou solvotérmico quando do uso da mistura de dois ou mais solventes ou
adquire o nome do solvente utilizado como, por exemplo, glicotermal, alcooltermal. Os
solventes organicos podem ter efeito na quelacdo de ions célcio, adsor¢do moleculares
nas faces cristalinas da hidroxiapatita, e controle morfolégico originando morfologia de
placas semelhante a hidroxiapatita biolégica enquanto misturas alcool-agua tem
originado diferentes morfologias com controle da taxa de dissolucdo dos ortofosfatos de

calcio 81,

1.2.12.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos para a realizacdo do método hidrotermal sdo chamados de
autoclave e existem versdes para escala industrial que podem atingir até 500 Mpa !. O
equipamento para laboratorio normalmente € constituido por uma camisa metalica
aonde € inserido um cilindro em material plastico normalmente feito de Teflon.Os

controladores de mistura, temperatura e pressdo além de vélvulas de seguranca e
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valvulas de escape de gas sdo acessorios comumente utilizados para garantir a segurancga

e eficiéncia do método Y.

1.2.12.3 MECANISMOS DE FORMACAO DE PRECIPITADOS PELO
METODO HIDROTERMAL

Os pobs obtidos hidrotermicamente geralmente seguem o0 mecanismo de
precipitacdo quando do surgimento de solugdes supersaturada nas quais as taxas de
nucleacdo, crescimento e envelhecimento influenciam na formacao da fase solida e nas
propriedades de tamanho do cristal e morfologia. Um nucleo pode ser considerado como
uma pequena particula que surge espontaneamente a partir de uma solucdo
supersaturada que dard o surgimento de uma fase sélida precipitada. Geralmente na
sintese hidrotermal as taxas de nucleacdo e crescimento ocorrem de forma uniforme o
que facilita a obtencdo das mais diferentes formas morfoldgicas e da possibilidade do
controle de tamanho de particulas Y.

Se levarmos em conta o fator temperatura, inicialmente a baixas temperaturas a
taxa de crescimento é mais lenta com a formacdo de muitos ndcleos o0s quais somente
aqueles com condicBes favoraveis termodinamicamente continuardo o crescimento
sendo os demais redissolvidos na solugdo. A elevacdo da temperatura acelera a taxa de
crescimento de modo que sdo poucos 0(s) numero(s) de nucleos e o crescimento é
favorecido termodinamicamente. Usando-se baixas concentracdes de precursores a
nucleacdo € lenta e a taxa de crescimento é alta favorecendo o crescimento dos cristais
por um mecanismo de difusdo. O uso de concentracBes maiores provoca uma rapida
formacao de ndcleos estaveis e pouca variacdo no diametro dos cristais 2%,

A nucleacdo pode ser homogénea ou heterogénea %! enquanto na nucleagéo
homogénea o processo ocorre sem um sitio preferencial de precipitacdo na heterogénea,
impurezas ou outros elementos adicionados auxiliam na precipitagdo %54,

A nucleacdo homogénea para particulas esféricas a variacdo da energia livre total
é igual a:

Afr = —%n?'!k&ﬂﬂ[ﬂ + 4wy

Equacdo 1- Variagdo de energia livre para particulas esféricas
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Onde V é o volume molecular do precipitado; r é o raio do ndcleo; k é a
constante de Boltzsmann; S ¢ a taxa de saturagdo e y ¢ a energia livre superficial por
unidade de area superficial.

Quando a taxa de saturacdo é maior que 1, a solucdo encontra-se no estado de
supersaturacdo e, entdo a, variagdo da energia livre total atinge um maximo positivo

para um raio critico igual a:
2V
KBTI (5)

rovitico =

Equacdo 2- Raio critico

A concluséo a partir desta equacdo é que nucleos formados maiores que o raio(s)
critico(s) conseguirdo se tornar estaveis e comegardo a etapa de crescimento assim como
nlcleos com raios menores que o raio critico se dissolverdo %!,

Outro fenémeno envolvido é o efeito de aglomeracdo de pequenas particulas em
particulas maiores. A cristalizacdo por aglomeracdo ocorre em particulas que cresceram
até seu tamanho estavel e que continuam seu crescimento combinando-se com pequenos
ntcleos instaveis através de mecanismos de colisdo com outras particulas estaveis 5.

O envelhecimento de Ostwald é o crescimento de cristais maiores em funcéo de
cristais menores, ocorre devido ao fato dos cristais maiores serem termodinamicamente
mais favoraveis que os menores, apesar de que do ponto de vista cinético, a criacdo de
muitos ndcleos serem muito mais favoraveis, este niUmero muito grande de nucleos
origina uma alta energia superficial devido ao aumento da energia superficial e, assim os
muitos cristais pequenos tentam diminuir esta energia dissolvendo-se de forma que eles
reprecipitam-se ao redor dos cristais maiores no chamado amadurecimento ou
envelhecimento de Ostwald 54!,

A co-precipitacdo pode ocorrer com a formacéo de duas ou mais fases solidas
precipitadas devido a contaminagdo do precipitado por outros compostos que seriam
sollveis nas condicBes de reacdo de precipitagdo. Outros fenémenos que podem ocorrer
sdo a adsorc¢éo superficial de ions na superficie do cristal precipitado; a ocluséo de ions
nos planos cristalinos evitando a sua retirada por operagdes como a lavagem; a adsorcao

de 4gua na estrutura cristalina e, a substituicéo idnica °°.
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1.2.12.4 COMPORTAMENTO EM SOLUCOES AQUOSAS DE COMPOSTOS
DE NIOBIO (V) E ORTOFOSFATOS DE CALCIO

O comportamento em solucdo aquosa de precursores de niobio gera a existéncia
de espécies idnicas em funcdo do pH da solu¢do conforme o grafico mostrado na figura
g B571;

FIGURA 9 - GRAFICO DAS ESPECIES FORMADAS EM SOLUCOES AQUOSAS COM
NIOBIO.

Comportamento em solugdes aquosas de nidbio (V)

[NDO(C204] e 3

[NbO(C204).H20]  — 3
Nb205.nH20  e— 3 65
Nb12036E-12 |— 3 65

Nb205.nHZ0 | —— .5
ND12036-17 |—— .5
HXND6019—(8x), I ———— 115
[NDEO19]-8 e ———— e |/ 5
[NDO2(OH)4]-3 I e ——— | 5

I I

0 2 4 6 g 10 12 14 16
pH

Espécies

FONTE: JEHNG,JIH-MIRN;WACHS,ISRAEL,E.NIOBIUM OXIDE SOLUTION
CHEMISTRY.JOURNAL OF RAMAN SPECTROSCOPY, V.22, P.83-89,1991.

Em pH superiores a 14.5 existe a espécie ionica: [NbO,(OH),] 2, em pH = 14.5
hé o fon hexaniobato[NbgO10]® j4 em pH=11.5 predomina a espécie idnica HyNbgO1g &
¥ sendo x variando de 1 até 3, em solucdes acidas teremos em pH 6.5 as duas espécies:
Nb;,03* € a precipitacdo de Nb,Os.nH,0,em pH 3.65 existira Nb;,036™ € ocorrerra a
precipitacdo de Nb,Os.nH,O enquanto em pH 0.55 haverd a precipitacdo de
Nb,0s.nH,O.Em solucbes acidas de oxalato, [NbO(C,04).H,0] e [NbO(C,04] que séo
estaveis até pH =3.0 e que precipitardo como Nb,Os a pH superiores a 3.0°7.

O ion nidbio(V) ¢é fortemente hidrolisdvel em solu¢Bes aquosas originando
diversas espécies que precipitam como pentoxido de niobio hidratado (Nb,Os.H,0)
sendo que estudos em solugfes aquosas maritimas demonstram que o0 Nb(OH)® em

4guas com pH acima de 7.4,
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O comportamento de anions niobato como o hexaniobato como 0 NbgO:o®
geralmente formam o &cido nidbico em pH acidos, normalmente abaixo de cinco, mas
diversos estudos necessitam ser realizados nesta area .

Em relacdo a hidroxiapatita utilizando concentracGes de precursores de calcio
maiores que 0.5 mol/L em pH variando de 10 até 11 tém sido demonstrado que ocorrem
reacOes intermediarias de transformacdo. O octafosfato de célcio se transforma em
fosfato de célcio amorfo que se torna hidroxiapatita deficiente de célcio e finalmente em
hidroxiapatita estequiométrica sendo que na sintese via precipitacdo via umida a
temperatura 6tima é de 60 °C!®%.

A solubilidade em a 25 °C dos fosfatos ceramicos esta apresentada no quadro 3.

QUADRO 3
QUADRO 3- ORTOFOSFATOS DE
CALCIO E SOLUBILIDADE
Fosfato Solubilidade em
de Calcio g/L
MCPM ~18
MCPA ~17
DCPD ~0.088
DCPA ~0.048
OCP ~0.0081
a-TCP ~0.0025
B-TCP ~0.0005
ACP Valor indefinido
CDHA ~0.0094
Hidroxiapatita ~0.0003
Fluorapatita ~0.0002
TTCP ~0.0007

FONTE: DOROZHKIN,V.SERGEY.BIOCERAMICS OF CALCIUM
ORTHOPHOSPHATES.BIOMATERIALS,VOL.31(7), PP.1465-1485,2010.

1.2.12.5 ADITIVOS DE SINTESE

Aspectos morfologicos, controle de tamanho de particula e cristalinidade,
obtencgéo de propriedades Unicas além de controle do processo de sintese como pH séo

alguns dos motivos para que além dos precursores e do solvente mineralizador sejam
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adicionados aditivos para auxiliarem na rota hidrotérmica, pois muitas vezes apenas o
ajuste da concentracdo de precursores ndo € suficiente para a obtencdo do material
desejado apesar da possibilidade de surgirem outras fases de fosfatos de célcio como a
monetita ©*.

Um tipo de morfologia chamado de tipo-flores ou flower-like tem sido bastante
desenvolvido para produzir microesferas de hidroxiapatita para servir como
carregadores para aplicagdes biomédicas sendo que existem diversos aditivos que
auxiliam na obtencdo desta morfologia. O poli(estirenosulfonado) é um polieletrolito
que origina microesferas uniformes e, com controle dos tamanhos, de acordo com a sua
concentracdo na rota hidrotérmica 2.

Outros aditivos como citrato de sodio, polietileno glicol, EDTA, PVA e
dendrimeros sdo utilizados para controle da morfologia originando micro e nano fibras,
hastes, elipsoides e outras formas. O EDTA atua como uma agente quelante para os ions
calcio (Il) e, evita a formacdo de DCPD e OCP, isto, resulta em uma diminuicdo da
nucleacdo da hidroxiapatita e o crescimento ao longo do eixo ¢ provocando um
alongamento da particula obtendo particulas tipo whiskers %,

E possivel montar a sintese hidrotermal com um agente precipitante para que a
precipitacdo ocorra com um aumento gradual do pH de modo que podem ser obtidas
morfologias de placas, prismas hexagonais, agulhas e placas finas. A ureia € um dos
compostos mais utilizados por sua alta solubilidade em meios aquosos e baixa
temperatura de degradacdo. O processo de dissociacdo e hidrélise da ureia na rota
hidrotermal é que provoca o aumento gradual do pH 4. Este modo de aumento gradual
do pH provoca uma baixa nucleacéo inicial com baixa supersaturacao.

A ureia se dissocia em agua da seguinte forma:

(NH,).CO + H,0 —2NH3; + CO;,
Reacéo 3- Dissociacdo da Ureia
A hidrolise da NH; resulta em:

NH; + H,O —NH," + OH"

Reacdo 4- Hidrdlise da Amonia

Os fons carbonato(s) se dissolvem em &gua formando fons HCOs; e COs*

podendo levar ao surgimento de substituicdes dos grupos fosfatos enquanto 0s grupos
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hidroxila provocam o aumento do pH da solugdo aquosa e a precipitacdo da
hidroxiapatita (¢ 66671

As particulas de hidroxiapatita precipitadas na presenca de acido citrico formam
compostos ndo toxicos e com o aumento da proliferacdo de osteoblastos em comparacgéo
com a hidroxiapatita precipitada sem acido citrico %!,

Além disto, o &cido citrico tem a propriedade de diminuir as camadas superficiais
carregadas e encurtar a distancia entre particulas carregadas através da adsorcdo de

cargas opostas e eliminacio de 4gua adsorvida ..

1.3 DELIMITACOES DO PROBLEMA

O desenvolvimento desta pesquisa € sintetizar um biomaterial aditivado com um
precursor de niobio (V) e para isto o fluxograma apresentado na figura 4 apresenta a
sequéncia delimitante das escolhas para a realizagédo deste trabalho.

A hidroxiapatita € um dos fosfatos de calcio mais estudados e utilizados em
biomateriais, € o mais estavel dos fosfatos de calcio em uma ampla faixa de pH e por
isto apresenta-se a principio como o melhor candidato para ser aditivado visto que
apesar da maior vantagem de inovacdo de se usar, por exemplo, Beta-TCP, este é mais
soltvel que a hidroxiapatita e necessitaria um maior tempo de caracterizagcdo em relacéo
a questdo de solubilidade e possibilidades de liberacédo de ions nidbio (V) quando da sua
dissolucdo e reabsorcéo.

O precursor de nidbio (V) escolhido foi o sal amoniacal de nidbio, altamente
solivel em meio aquoso e adequado para esta sintese e, até 0 momento este sal ndo foi
utilizado na incorporacdo de matrizes de HAp para aplicagcbes como biomateriais.

Os oOxidos de nidbio sdo mais comuns em biovidros, mas possuem a
desvantagem de serem insolUveis em meio aquoso. A rota hidrotérmica apresenta as
vantagens ja citadas e, também, possibilita maior sustentabilidade e, menor impacto
ambiental por utilizar agua como solvente ao invés de solventes organicos da rota
solvotermal.

Alguns aditivos sdo necessarios para complementar a sintese e como a reacéo da
sintese deve iniciar-se em pH acido é necessario o uso de substancias acidas como os
acidos minerais inorganicos. O problema do uso do &cido cloridrico e acido fluoridrico é
a troca iénica que promove a formacéo de cloroapatita ou fluorapatita. O uso dos acidos

nitrico e acido sulfurico a altas temperaturas de sintese podem gerar gases NOx ou SOx
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além da incompatibilidade quimica da ureia com compostos nitrogenados como nitratos
podendo apresentar o risco de fogo e explosdo o que, impossibilita 0 uso de acido
nitrico e precursores de calcio como o nitrato de célcio. Desta forma optou-se pelo uso
de um &cido organico que conseguisse acidificar a solucao inicial no pH desejado, sendo
neste caso optado pelo &cido citrico que j& vem sendo utilizado para controlar a
liberacdo de ions calcio na formacdo da hidroxiapatita e para que ocorresse a
precipitagdo da hidroxiapatita seria entdo necessaria & utilizacdo de um agente de
precipitacdo capaz de elevar até o pH adequado a formacdo da fase de hidroxiapatita
seno optada pela ureia, um material de baixo custo e capaz de promover esta condig&o.

O tempo de sintese foi escolhido inicialmente de 24 horas a fim de se usar uma
menor quantidade de ureia e, consequentemente uma menor geracao de gases e, pressao
de vapor.

A temperatura inicial foi estipulada em funcdo da temperatura de degradacéo e,
limite de temperatura de uso de cada precursor e aditivo utilizado.

O ensaio de biocompatibilidade e citotoxicidade in vitro torna-se necessarios
para caracterizar em um primeiro momento a provavel interacdo entre a HAp dopada ou
ndo e, as culturas de osteoblastos com adic¢Ges de corantes especificos.

A disponibilidade dos ensaios in vitro e in vivo ficaram dependentes da
possibilidade da realizacdo em funcdo do tempo e da disponibilidade de realizagdo por
outros setores da UEPG com mais experiéncia na execucdo destes ensaios como 0s
departamentos de Farmacia e Odontologia. Em funcéo disto foram escolhidos os ensaios
de citotoxicidade e biocompatibilidade in vitro mais comuns para a obtencdo destas
duas informagdes.

Confirmado ou ndo a biocompatibilidade dos materiais obtidos, outras técnicas
de caracterizacdo foram escolhidas devido a importancia em se conhecer as fases

presentes e a morfologia e tamanho das particulas.
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FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE DELIMITACAO DO TRABALHO
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FONTE: AUTOR (2013)

O uso de precursores altamente solGveis em solucdes aquosas de fons Ca?*, PO,>
e Nb>*, conjuntamente em uma sintese hidrotérmica pode resultar na formagdo de um
material que possui propriedades de biocompatibilidade capaz de considera-lo como um
biomaterial?

A hipétese principal deste trabalho é que se utilizando relagGes estequiométricas
de precursores de célcio e fosforo e depois com a dopagem com precursores de nidbio
(V) e, controlando-se os parametros da sintese tais como: temperatura, pH com a
elevacdo gradual obtida por meio da hidrélise de um agente precipitante, tempo e grau
de liberacdo de ions metalicos por meio de agentes de complexacao é possivel se obter
um fosfato de calcio com fase principal de hidroxiapatita com a presenca de nidbio e
assim atinge-se uma alteracdo das propriedades biocompativeis da hidroxiapatita.

Com a presenca de niobio,este dependendo das condi¢Bes submetidas durante o

processo da sintese,podera se apresentar incorporado na forma de ions Nb(V) envolvido




50

em mecanismos de substituicdo i6nica,adsorvido superficialmente na estrutura do
ortofosfato de calcio formado além da possibilidade de fendmenos de oclusdo e
aprisionamento mecéanico.A presenca de uma segunda fase ndo podera ser descartada ja
que é possivel a presenca de outros fosfatos de calcio como a hidroxiapatita deficiente
em célcio,OCP entre outros,assim como a adi¢do do nidbio podera originar compostos
insoliveis como um o6xido ou fosfato de nidbio de modo que este trabalho € uma
contribuicdo no entendimento da preparacdo de hidroxiapatitas substituidas preparadas
pela rota hidrotermal atraves do controle de diversas variaveis como pH e temperatura,e
a posterior, caracterizacdo por diversas técnicas de caracterizacao fisico-quimica, como
p.ex., espectroscopia na regido do infravermelho, espectroscopia Raman, DRX entre
outras e, em uma Ultima etapa a caracterizacdo das condi¢Bes de biocompatibilidade da
hidroxiapatita pura e dopada com ions Nb (V) poderdo ajudar a determinar a influéncia

da composicao das amostras obtidas nos resultados obtidos.

1.4 TECNICAS E SEUS FUNDAMENTOS

1.4.1 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A difracdo de raios X é uma técnica ndo destrutiva baseada na interferéncia
construtiva de raios X monocromaticos e uma amostra cristalina sendo o método do p6
0 mais utilizado. Serve para o estudo de materiais cristalinos e gera informagdes como
as fases presentes, tipo de estrutura cristalina, parametros de rede, angulos de ligagdes,
composicdo quimica e composicdo quantitativa das fases presentes podem ser obtidas a
partir de um difratograma e os dados obtidos. O equipamento de difracdo é chamado de
difratometro. Os raios X sdo gerados por um tubo de raios catddicos que através de um
filtro produzem a radiagio monocromatica. E a interagio entre os raios incidentes com a

amostra que produzem a interferéncia construtiva que obedece a lei de Bragg's.

nA=2d sinf
Equacdo 3- Equacdo da lei de Bragg's

onde n é um nimero inteiro; A ¢ o comprimento de onda incidente; d ¢ a distancia

entre planos atdmicos e 0 € o angulo de incidéncia do plano desejado.
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Os raios X difratados sdo detectados através de um arranjo geométrico chamado
de geometria Bragg-Brentano que possibilitara a obtengdo do angulo 26. Estes angulos
séo processados e contados para originar os dados que possibilitam a construcdo de um
difratograma que servira para a identificacao das fases.O difratograma registra os dados
em funcéo da intensidade e o angulo 20 ou a distancia interplanar d .A analise pode ser
qualitativa verificando-se as posicdes, larguras, alturas e intensidades dos picos
comparando-se com banco de dados cristalograficos ou quantitativa para determinacéao
de parametros estruturais e composicdo de fases através do uso de programas

computacionais especificos %!

1.4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IV-TF)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho mede a intensidade da
absorcéo ou transmissdo da luz infravermelha que é capaz de afetar os movimentos de
rotacdo e vibragdo de uma amostra sendo que a espectroscopia por transformada de
Fourier foi desenvolvida para melhorar as limitacGes dos instrumentos dispersivos que
se baseavam na leitura de frequéncias individualmente. Com o uso de um dispositivo
conhecido como interferébmetro capaz de dividir um feixe conseguiu-se produzir um
Unico tipo de sinal contendo todas as frequéncias decodificadas chamadas
interferograma que depois é convertido matematicamente através da transformada de
Fourier em um espectro de modo que o processo de identificagdo dos compostos e a
leitura se tornaram mais eficientes e rapidas "> 72731,

O equipamento de infravermelho consiste basicamente de uma fonte emissora na
regido do infravermelho, um interferbmetro, um porta amostra, um detector e um
sistema de saida de dados para gerar um espectrograma que normalmente apresenta no
eixo das ordenadas a grandeza numero de onda que representa o valor inverso do

comprimento de onda 71, 72,73

1.4.3 ESPECTROSCOPIA DE ESPALHAMENTO RAMAN

A energia de uma radiagdo monocromatica como a proveniente de um laser €

irradiada sobre uma molécula ela podera ser transmitida para o seu interior, absorvida na
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forma de calor, ou espalhada e é neste principio da deteccdo da luz espalhada que a
espectroscopia Raman ¢ fundamentada para a identificacéo das moléculas [ 72 73741,

Quando a interacdo de uma molécula com o foton da radiacdo monocromatica
ndo provocar mudancas nos niveis de energia vibracional e/ou rotacional este fenbmeno
é conhecido como espalhamento Rayleigh.O efeito Raman que é o utilizado para a
identificacdo das moléculas ocorre somente com 0,001% da radiacdo incidente e é
devido a mudanca das energias vibracionais e/ou rotacionais da molécula devido a
colisdo entre o féton incidente da radiacdo monocromatica e a molécula. Quando a
frequéncia do espalhamento é menor que a incidente, o espalhamento é chamado de
Stokes e na situagdo inversa é anti-Stokes ["* 72 73741,

Através deste espalhamento resultante das diferencas entre as radiacOes
incidentes e espalhadas chamadas de deslocamento Raman podemos descobrir as
frequéncias dos modos vibracionais ["* 72 73741,

O equipamento Raman consiste de uma fonte emissora laser, um sistema de
iluminacdo, um seletor do comprimento de onda e um detector. O laser mais comum sdo
o0 verde de comprimento de onda de 532 nm e o vermelho de comprimento de onda de
633 nm. Algumas moléculas podem ser excitadas causando a fluorescéncia destas
moléculas quando usado o laser verde devido a alta energia deste laser, enquanto o laser

vermelho de menor energia podera evitar a transicéo eletrdnica das moléculas [>7®.
1.4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

O microscépio de transmissdo possui um canhdo que emite um feixe de elétrons
de alta energia capaz de incidir sobre uma amostra e fornecer informagdes como a
analise de defeitos, discordancias, defeitos de empilhamento, areas cristalinas, fases
presentes e tamanho de particulas. Os elétrons que sofrem contraste de difracdo
(espalhamento em muitas direcOes devido a estrutura cristalina) e contraste de fase
(espalhamento com baixos angulos) sdo importantes na analise de amostras cristalinas.
Outros componentes sdo 0 sistema de vacuo, o conjunto de lentes objetivas e
condensadoras e o programa computacional de controle. E necessario que a fonte de
elétrons produza uma alta densidade de elétrons e um pequeno espalhamento da energia
cinética dos elétrons e para isto 0s equipamentos mais modernos tém utilizados os
canhdes com fonte de emissdo de campo (FEG) ou com LaBg ao inves do filamento de

tungsténio. O hexaboreto de lantanio produz maior iluminacdo que o filamento de
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tungsténio, mas exige um alto vacuo enquanto o FEG possui uma capacidade de brilho
de 1000 vezes maior que ao do filamento de tungsténio e sdo usadas em aumentos
superiores a 100 mil vezes. As lentes do microscopio de transmissdo sdo magnéticas
para provocar a deflexdo dos elétrons. Um canhdo paralelo é o responsavel pela
iluminacdo sobre a amostra que deve ser suficientemente espessa para que ocorra a
transmissdo de elétrons. As lentes objetivas servem para formar uma imagem
magnificada da &rea iluminada que depois serdo projetadas através de lentes projetoras
em um dispositivo visualizador da imagem formada. O microscopio eletronico de
transmissao convencional permite a analise através dos modos imagem ou difragdo. Esta
segunda opcdo permite a andlise de éareas cristalinas de uma amostra através da
formagdo de padrbes de difragdo nas quais os planos paralelos ao feixe incidente
contribuirdo para a formacdo de uma figura de difracdo formada por pontos ou spots
brilhantes em amostras cristalinas. Estes spots sd&o um ponto do espaco reciproco
correspondentes a um plano hkl no espaco real. O modo de analise por varredura é
possivel somente em microscopios dotados de FEG onde o canhdo de elétrons é focado

sobre a amostra através de lentes condensadoras e objetivas ["""8!.

1.4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Quando um feixe de elétrons com elevadas energias emitidos por um canhéo
varre através de um conjunto de bobinas defletoras a superficie de uma amostra,esta
pode emitir eletrons possibilitando a construcdo de imagens a partir deste procedimento
de varredura.A microscopia eletronica de varredura envolve a formagéo de imagens
devido a efeitos como o surgimento de elétrons secundarios e elétrons retroespalhados

conforme mostrado na figura que mostra algumas dessas interagées do elétronl’""®!,
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FIGURA 11 - INTERACOES DOS FEIXES DE ELETRONS COM OS ATOMOS MOLECULAR

FONTE: PARRY-VERNON, K.D. SCANNING ELECTRON MICROSCOPY: AN
INTRODUCTION. ILL-VS REVIEW,V.13,P.40-44,2000.

A geracdo dos elétrons secundarios (c) com alta energia sdo 0s responsaveis pela
mais alta resolucdo das imagens amostra devido a maior proximidade destes elétrons
com a superficie da amostra.Os elétrons espalhados de baixo angulo devido a menor
interacdo com o nudcleo (a) perdem pouca energia ao atravessar as camadas atdbmicas
enquanto os eletrons retroespalhados (b) sdo menos numerosos que o0s elétrons
secundarios e originam menor resolucdo de imagem.

A resolucdo de um microscopio eletrénico de varredura depende principalmente
das aberracbes da lente e o brilho da fonte de elétrons.Imperfeicoes da lente sdo
chamadas de aberracdes e dificultam o foco do canhdo e provoca distor¢es na imagem
sendo necessario o0 uso de elétrons com estreita faixa de distribuicdo de energia e/ou a
regulagem da abertura das lentes objetivas afim de limitar o angulo dos raios mais
externos que atravessam as lentest’”78:79801,

A respeito da fonte geradora de elétrons,os mais utilizados séo os filamentos de
tungsténio que apresentam as vantagens de serem mais baratos mas com baixa vida Gtil
de funcionamento se comparado com outros materiais como o0 tetraboreto de
lantanio.Este dosi materiais funcionam através da emissdo termibnica de elétrons
quando aquecidos a 2700 K.Para solucionar o problema de resolucdo,materiais que
emitem através de um processo de emissdo de campo conhecidos como FEG foram

desenvolvidos porém ainda possuem um custo elevadol’"787%:80
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1.4.6 ANALISE TERMICA

As andlise termogravimétricas referem-se a medicdo da variacdo da massa de
uma amostra em funcdo do tempo ou da temperatura em uma atmosfera controlada.O
equipamento para analise termogravimétrica (TGA) consiste em um forno,uma balanca
analitica e um sistema de purga de gases.As propriedades mais comuns relacionadas a
gravimetria e a estabilidade térmica e da estabilidade da composi¢do quimica de uma
amostra podem ser avaliadas como a perda de agua, pirdlise, oxidacdo, decomposicoes,
descarboxilacéo, hidratacdes,entre outrast® #2831,

A andlise térmica diferencial funciona utilizando a amostra a ser analisada e uma
amostra de referencia que submetidos a um ciclo térmico na qual as diferencas de
temperatura entre a amostra e a referencia séo medidas 28,

Propriedades como fusdo, cristalizacdo, sublimacdo, temperatura de transi¢édo
vitrea que estdo relacionadas a fendmenos endotérmicos e exotérmicos podem ser
avaliados. Os equipamentos consistem de porta-amostras, termopares, forno e

programadores de temperatura (#2831,

1.4.7 ANALISE GRANULOMETRICA POR DIFRACAO DE LASER (DL)

A irregularidade do formato das particulas levou a adotarem-se modelos teéricos
que fazem a aproximacao do formato das particulas como se elas possuissem o formato
esférico devido a esfera ser representadas somente pelo seu diametro sendo que para
particulas cilindricas esta aproximacdo funcionard relativamente bem, mas para
particulas de forma de agulhas ou placas alguns erros poderéo acontecer 8485,

As teorias de espalhamento de Fraunhofer e Mie s&o utilizados como modelo
para os célculos da distribuicdo de tamanhos de particulas sendo que a teoria de Mie é
mais utilizada devido ao fato de levar em conta a presenca das particulas menores #48%.

Os granulémetros sdo os equipamentos utilizados para a analise granulométrica
por difracdo de laser (DL) e consistem de uma fonte de luz monocromatica de alta
intensidade apesar de atualmente existirem equipamentos como duas fontes de laser que
emitem na regido do vermelho e no azul devido ao comportamento do tamanho de
particulas, um porta amostras e um conjunto de fotodiodos capazes de detectar o angulo

e a intensidade do espalhamento de luz pelas particulas 45,
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Quando a luz do laser incide sobre as particulas varios fendmenos podem
ocorrer. O tamanho de particula é medido através do angulo e da intensidade da luz
difratada (a)refratada (b) através de fotodetectores.

A figura representa este efeito para particulas de diferentes tamanhos. O
fendmeno da difragdo predomina até um limite de tamanho de particula grandes de
dimensGes aproximado até 20 micron gerando alta intensidade e baixo angulo de
espalhamento.

Abaixo deste valor ha baixas intensidades e maiores angulos de espalhamento

visto que o espalhamento é inversamente proporcional ao tamanho da particula 54!,

FIGURA 12 - ESPALHAMENTO DA LUZ COM PARTICULAS GRANDES E

PEQUENAS
e
——————— r-> 0
\ b m
________ "-—w--_-_>
::::::::::::::::g‘;l‘

FONTE: MALVERN INSTRUMENTS LIMITED. A BASIC GUIDE TO PARTICLE
CHARACTERIZATION.MALVERN INSTRUMENTS,2012.

A circularidade de uma particular ¢é a relacdo entre o perimetro e o perimetro da
area de um circulo equivalente e é um parametro importante quando desejamos saber
informacdes sobre a esfericidade de uma particula 48,

Se ndo houver nenhum tipo de conversdo, as técnicas de difracdo a laser
fornecem a distribuicdo de volumétrica de cada particula aonde a média significa o
tamanho médio da populacdo; a mediana é o tamanho onde 50% da populacéo estéo
acima ou abaixo deste tamanho e a moda que se refere a mais alta frequéncia da
distribuic&o.

A distribuicdo poder ser unimodal ou polimodal dependendo do nimero de picos
que aparecerem na distribuicdo dos tamanhos das particulas. Alguns dados extraidos da
distribuicdo sdo o Dy que € igual ao valor do tamanho de particula abaixo do qual se

situam 10% da amostra e também o Dsg e Dgo @0s quais valem o mesmo raciocinio 848!,
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1.4.8 ANALISE GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DINAMICO DE
LUZ (EDL)

Também conhecida como Espalhamento de Luz Quasi-Eléstico a técnica de
espalhamento dindmico de luz permite a determinacdo da distribuicdo do tamanho de
particulas na faixa dos nandmetros. Quando as particulas em uma suspenséo estavel séo
atingidas por um feixe de luz, elas conseguem dispersar esta luz em todas as direcdes
sem perda ou ganho de energia (Espalhamento Rayleigh) e que a variagdo na intensidade
do espalhamento sofre alteracbes em funcdo do tempo devido a0 movimento browniano
das particulas. Matematicamente estas variacfes podem ser calculadas e usadas para

resultar na distribuicdo do tamanho de particulas ©®.

1.4.9 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

Acoplado ao microscopio eletrdnico de varredura, o EDS ¢é utilizado para
andlises qualitativas e quantitativas de amostras através medi¢do da emissdo de raios X
dos elementos quimicos presentes na amostra. Possibilita a determinacdo de elementos
quimicos com numero atbmico superior a quatro através de microanalises e também a
criacdo de mapas que mostram a distribuicdo de elementos quimicos presentes na

amostra chamados de mapping "%,

1.4.10 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAIO X (FRX)

Utilizando-se o espectrometro de fluorescéncia de raios X pode-se determinar
quantitativamente e de forma ndo destrutiva os elementos presentes em uma amostra. A
incidéncia de raios X na superficie da amostra provoca a ejecéao de elétrons das camadas
mais proximas do nucleo que criam vacancias que sdo preenchidas por elétrons das
camadas mais externas resultando nesta etapa na emissdo de raios X fluorescentes de
energia igual a diferenca entre as energias dos niveis e sub-niveis das transicdes
eletronicas, e como a fluorescéncia emitida é caracteristica de cada elemento possibilita-

se a analise elementar da amostra .
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1.4.11 MICROSCOPIA POR FORCA ATOMICA (AFM)

O microscopio de forgca atbmica possui uma ponteira chamada com o termo em
inglés de cantiliver que interage com a amostra.Quando a separagdo do cantilever e da
superficie da amostra € da ordem de 10-100 nm as forcas atuantes sdo as forcas de
atracdo como as forgas de Van der Waals, eletrostatica, magnéticas e capilares
fornecendo informacBes da superficie.Este modo de operacdo é chamado de nao-
contato.Com a aproximagdo maior do cantilever as forgas de repulsdo atuam e
possibilitam a medida topografica da superficie e esta operacdo é chamada de modo por

contato®’,

1.4.12 ENSAIOS IN VITRO DE BIOMATERIAIS

Um material candidato a ser usado como biomaterial passa basicamente por:

a) Ensaios in vitro em que sdo usadas condicdes fisioldgicas e cultura de células
proximas em que o material serd utilizado;

b) Ensaios in vivo, em animais;

c) Ensaios in vivo, em seres humanos.

Os ensaios in vitro apresentam resultados que permitem saber sobre as respostas
positivas e negativas quanto a interacdo tecidual na presenca de biomateriais sendo que
estes para serem considerados aprovados nos testes de citotoxicidade ndo devem
apresentar alteracdo nem morte celular °% 9293,

O estudo in vitro tem como vantagens principais ©* 92°%;

a) executados em menor tempo e custo que os, sensiveis, reprodutiveis testes in
Vivo;

b) servem como selecéo inicial eliminando materiais ndo biocompativeis;

c) evitam inicialmente o uso de animais.

1.4.12.1 EMPREGO DO CORANTE AZUL DE TRIPAN

O corante acido (3Z,3'2)-3,3"-[(3,3'-dimetilbifenil-4,4'-diil)di(1Z)hidracin-2-il-1-
ilideno]bis(5-amino-4-oxo-3,4-dihidronaftaleno-2,7-disulfonico ,(figura 5), é conhecido

usualmente como azul de Tripan é um composto de formula molecular C34sH2gNg014S4
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com peso molecular de 872.87792 g/mol muito utilizado para estudos in vitro da

viabilidade e proliferacdo celular®®.

FIGURA 13 - ESTRUTURA MOLECULAR DO CORANTE AZUL DE TRIPAN

FONTE: PUBCHEM, 2013.

O método consiste na contagem de células vivas e mortas quando em contato
com o biomaterial e o corante. O corante azul de Tripan atravessa as membranas
celulares em células mortas e torna-as com uma coloragdo azul enquanto as células que
continuam vivas ndo alteram sua coloracdo demonstrando a maior ou menor

proliferacéo celular ©*),

1.4.12.2 MEDIDA DA REDUCAO DO MTT

O brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio, (figura 6) também
conhecido como corante MTT possui formula molecular C1gH1gBrNsS massa molecular
de 416.338013 g/mol é utilizada em testes de toxicidade para avaliar a integridade

celular .



http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C18H18BrN5S
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FIGURA 14 - ESTRUTURA MOLECULAR DO CORANTE MTT

Br

v i§
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)

FONTE: PUBCHEM, 2013.

O método consiste em medir espectrofotometricamente a absorbancia entre 500 e
600 nm da reducdo para purpura de formazan de células tratadas com o biomaterial e
células ndo tratadas. O numero de células vivas esta diretamente ligado a quantidade de
enzimas succinico desidrogenasse mitocondrial responsavel pela reducdo, e quando a
cor parpura de formazan é formada pela quebra do anel tetrazélio, pode-se comparar a
absorbéancia das células ndo tratadas com as células tratadas com o biomaterial e assim
ter um resultado de citotoxicidade.

Um aumento do numero de células resulta em um aumento da parpura de
formazan e consequentemente um aumento da absorbéncia medida no

espectrofotometro ¢

1.4.12.3 MEDIDA DA CAPTACAO DO CORANTE VERMELHO NEUTRO
(CVN)

O corante vermelho neutro, cloreto de 8-N, 8-N,3-trimetilfenazina-2,8-
diamina,(figura 7) é um composto de férmula molecular C,5H;7,CIN,4 de peso molecular
288.77528 [g/mol]®.
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FIGURA 15 - ESTRUTURA MOLECULAR DO CORANTE VERMELHO NEUTRO

FONTE: PUBCHEM, 2013.

O ensaio mede a liberacdo do corante vermelho neutro devido a perda da
viabilidade celular causada por uma substancia. Os lisossomos e endossomos absorvem
e/ou adsorvem o corante e difundem-se através da membrama celular acumulando-se no
citoplasma celular. e se a substancia apresentar citotoxicidade ha liberacdo deste corante
vermelho neutro devido a interferéncia da divisdo e multiplicacdo celular. As medidas
de absorbancia sao realizadas em um espectrofotdmetro em faixas de 570 nm e indicam

a capacidade do corante de se ligar com células vivas .




2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
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a) Sintetizar através da rota hidrotérmica, fosfatos de célcio com e sem aditivacéo

do complexo amoniacal de nidbio utilizado como precursor de niobio, avaliando

a possibilidade de estes materiais obtidos serem considerados como

biomateriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)Avaliar os parametros da sintese hidrotérmica: temperatura,concentracao de
ureia,concentracdo de &cido citrico,uso do agente quelante e a rota empregada;

b)ldentificar as fases presentes atraves da difracdo por raios X (DRX);

c)ldentificar através da técnica da espectroscopia de absorcéo na regido do
infravermelho (FT-1V) e espectroscopia de espalhamento Raman,os grupos funcionais
caracteristicos da hidroxiapatita e outras fases formadas;

d)Caracterizar e avaliar morfologicamente as particulas obtidas através da
microscopia eletronica de transmissdo (MEV) e microscopia eletronica de trasmisséo
(MET);

e)Avaliar os resultados da distribuicdo granulométrica das amostras;

f)Determinar por espectroscopia de fluorescéncia de raios X (FRX) e
espectroscopia por energia dispersiva (EDX) a presenca elementar qualitativa de
calcio,fésforo e nidbio.

g)Avaliar a biocitoxicidade das amostras obidas através de ensaios in-vitro de
citotoxicidade;

h)Aperfeicoar a rota de sintese utilizada
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS

As amostras preparadas nesta dissertacdo foram rotuladas e preparadas segundo as
condigdes apresentadas na tabela 1:

TABELA 1-CODIFICAGAO DAS AMOSTRAS

Tabela 1 — Codificacdo e Parametros da Sintese Hidrotérmica

Cadigo Ca/P Aditivacdo com | Ureia Acido pH Temperatura da
o Precursor Citrico inicial Sintese
contendo
Nidbio (V)
Amostra 0 1.67 0 ppm 0.3330 0.095 4.0 160 °C
mol/L mol/L
Amostra 1 1.67 57.6 ppm 0.3330 0.095 4.0 160 °C
mol/L mol/L
Amostra 5 1.67 288 ppm 0.3330 0.095 4.0 160 °C
mol/L mol/L
Amostra  10- | 1.67 576 ppm 0.3330 0.095 4.0 160 °C
160 mol/L mol/L
Amostra 10- | 1.67 576 pmm 0.3330 0.095 4.0 200 °C
200 mol/L mol/L

FONTE:AUTOR,2013
Estas condigOes obtidas estdo apresentadas na sequencia desta dissertacao.

Os testes de biocitoxicidade foram realizados com a amostra 10-200 por esta ter

apresentado uma maior homogeneidade morfoldgica.

3.2 ROTEIRO GERAL DA SINTESE HIDROTERMAL

O fluxogramas a seguir apresentam a sequencia do preparo das amostras.
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FLUXOGRAMA REPRESENTATIVO DA ROTA HIDROTERMAL PARA AS AMOSTRAS

Pesagern dos Precursores de Célcio e Fasforo

ke

Preparo de solucles dos precursores

-

Pesagemn dos Aditivos de Uréia e Acido Citrico

-

SonificacBo das solugles preparadas por 15 minutos

ke

Mistura das solugdes e aditivos com Agitaco constante por 15 minutos

-

Sintese Hidrotermal 24 horasa 160 °C

-

Resfriamento em estufa

ke

Filtracio daamostra obtida

-

Lavagem com dgua deionizada até pH neutro

-

Envasamento da solugio residual

ke

Secagem dos pds 110°C 24h

-

Pesagern dos pds Secos

ke

Armazenamento

Ka

Caracterizacio das Amostras

3.3-PRECURSORES E ADITIVOS UTILIZADOS NA SINTESE DAS AMOSTRAS

3.3.1-PRECURSORES

Os precursores de calcio e fosforo foram selecionados em funcéo de suas solubilidades
em agua. O precursor de nidbio foi selecionado conforme ja exposto na introducdo tedrica e
delimitacdo do problema desta dissertagdo em que a sua alta solubilidade em meio aquoso
torna-o ideal para uma sintese hidrotermal. O precursor de calcio utilizado foi o acetato de
calcio monohidratado, o precursor de fésforo utilizado foi o fosfato de am6nio monobasico e

o0 precursor de nidbio foi o complexo amoniacal de nidbio com caracteristicas colhidas a partir
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das fichas de informacéo de seguranca de produtos quimicos e/ou boletins técnicos conforme

apresentado nos quadros a seguir.

QUADRO 4

QUADRO 4- PRECURSOR DE CALCIO

Acetato de Calcio Monohidratado

Propriedade
Massa .
) S Fisico-
. Nome Férmula Molar o
Fabricante Grau Nome Usual o Quimicas e
Oficial Molecular e Estrutural ( o
Toxicoldgic
g/mol)
as

Soltvel em
agua;

Parcialment
e  solavel

em metanol;
P.A. Ca(CH5CO00),

Concentr  Acetato de Etanoato de H,0

Praticament
x s - e insoltvel
acao Célcio Célcio 0-H 0 1

VETEC i ) ) H 4{ em etanol,
Min.: Monohidrata  Monohidrata . 161822

acetona €
99.0%  do do O;\<

benzeno.
Toxicidade
aguda:
LD50 (oral
rato): 4280
mg/kg
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QUADRO 5

QUADRO 5 — PRECURSOR DE FOSFORO

Fosfato de Amdnio Monobasico
Férmula M Propriedades
assa
] Graude Nome o Molecular e Fisico-
Fabricante Nome Oficial ) Molar o
pureza Usual Férmula (g/mol) Quimicas e
mo
Estrutural g Toxicolégicas
Fosfato Toxicidade
NH;H,PO,
de Monofosfat aguda (DL =
onofosfato
Ecibra- bA aménio d L [EH 1 Dose Letal)
. e  amonio :
Cetus monobasi . HO-F-0 15.0259 DL 50 (oral,
co anidro - rato) = 5.750
0 I '
(MAP) mg/kg

QUADRO 6- PRECURSOR DE NIOBIO

Complexo Amoniacal de Nidbio
Propriedades
Massa .
] Nome Fisico-
Fabricante  Grau Nome Usual o Férmula Molecular Molar o
Oficial Quimicas e
(g/mol) o
Toxicoldgicas
Complexo
de niébio
Complexo 0Xo0-tris
Amoniacal oxalato NH4H2[NbO(C,04)5]-3 N&o
CBMM  Comercial - (_ ) (NFLHINDO(CO13 ) 12 06a _
de Niobio niobato de H,O Disponivel
trihidratado ~ ambdnio e
hidrogénio
trihidratado

3.3.2 ADITIVOS UTILIZADOS

3.3.2.1 UREIA

Empregada como agente de precipitacdo homogénea.
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QUADRO 7
QUADRO 7 — AGENTE DE PRECIPITACAO HOMOGENEA
Ureia
Férmula Propriedades
] Massa »
Fabrican Nome Molecular e Fisico-
Grau Nome Usual o i Molar o
te Oficial Fomula Quimicas e
(g/mol) o
Estrutural Toxicoldgicas
(NH;),CO Nao
o ) Diaminomet . .
Cinética P.A Ureia g 60.0553 Disponivel
anal /H\
HAL” R,
3.3.2.2 ACIDO CITRICO

Utilizado como regulador de pH e agente complexante dos ions metalicos na solugéo.

QUADRO 8
QUADRO 8 - REGULADOR DE PH E QUELANTE
Acido Citrico
] Propriedade
Formula .
] Massa S Fisico-
Fabricant o Molecular e .
Grau Nome Usual Nome Oficial ) Molar Quimicas e
e Férmula o
(g/mol)  Toxicoldgic
Estrutural
as
SolGvel em
agua e
solventes
oA Acido 2-hidroxi- organicos.
A - - HgO7.H .
_ Acido Citrico 1,2,3 CoHg07.H:0 Toxicidade
Concentracé . ] i %
Vetec Monohidratad  propanotricarbox 5O 210,1396 aguda:
(6] LIS
) 0 lico l\/tu LD50 (oral
Min: 99,5% . U
monohidratado rato): 3000
mg/kg

(substancia

anidra)
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3.3.2.3 SOLVENTES UTILIZADOS

O solvente utilizado foi a 4gua deionizada produzida internamente nos laboratérios da
UEPG.

QUADRO 9
QUADRO 9 - SOLVENTE
Agua
] Massa . .
) Nome o Formula Propriedades Fisico-
Fabricante Grau Nome Oficial Molar o o
Usual Molecular Quimicas e Toxicoldgicas
(g9/mol)
Agua
- Deionizada Agua Oxido H,0 18,0153 N&o Disponivel
de dihidrogénio

3.4-SINTESE HIDROTERMAL

O preparo das amostras foi realizado no aparato ilustrado na figura 16 abaixo.

FIGURA 16 - APARATO PARA O PREPARO DAS SOLUCOES HIDROTERMAIS

|

o

[
FONTE: AUTOR (2013)
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Apbs o preparo das solugdes dos precursores e pesagem dos aditivos foi realizada a
mistura delas para a realizagdo da sintese hidrotermal. 50 ml da solucéo de acetato de calcio
monohidratado foram transferidos para um erlenmeyer de 250 ml.

Este erlenmeyer foi colocado sobre um agitador magnético da marca que foi ligado
com as seguintes condicdes: 25 °C de temperatura e 80% de velocidade rotacdo. Adicionou-se
entdo lentamente o &cido citrico e efetuou-se a leitura do pH para verificar se estava dentro da
condicdo inicial fixada.

A solugdo ficou sob agitagdo por 30 minutos. Em uma bureta foi adicionada 50 ml de
uma solucdo de fosfato de amdnio monobasico, ao qual foi gotejada lentamente a velocidade
de sobre a solucdo acidificada de acetato de calcio e &cido citrico. Procedeu-se em seguida a
adicdo da ureia e a leitura do pH. A mistura resultante ocorreu sem a formacéo de qualquer
tipo precipitacdo inicial originando uma solucdo limpida. Esta mistura foi transferida para
uma bomba hidrotermal e um autoclave de fabricacdo terceirizada e submetidos a sintese na
temperatura e tempo fixados. Este autoclave foi construido em material metalico e possui uma
bomba interna de Teflon. Ndo possuem controle de pressdo e agitacdo interna. O volume
maximo de solvente permitido na bomba hidrotérmica medido através de uma bureta foi de
132 ml.

As operaces de tratamento hidrotermal e secagem dos pds foram feitos em estufa da
marca Neuoni com temperatura maxima de 320 °C. A temperatura foi controlada com
multimetro digital da marca LeePro MAS838 dotado de termopar do tipo K possibilitando
leituras até 750 °C.

Decorrido o tempo da sintese, o autoclave ficou resfriando em estufa até ser levado na
capela para a abertura. Ap6s a abertura foi feita a leitura do pH final que a sintese alcancou e
em seguida realizada uma filtracdo lenta com papel filtro quantitativo faixa azul, seguida de
uma lavagem com agua deionizada sonificada até que o pH da solucdo ficasse neutro e com
isto ocorresse a eliminacdo de compostos aquosos sollveis. As solucdes residuais foram
envasadas em frascos de vidro ambar, sendo algumas guardadas para analise e outras
encaminhadas para tratamento. Os pds obtidos foram secos em estufa por 24 horas a 110 °C,
pesados e guardados em eppendorf para posterior caracterizagéo.

Para o preparo das amostras com niobio (1,5 e 10-200) o procedimento é idéntico nas
condices e etapas diferenciando apenas na inclusdo do precursor de nidbio nas concentracdes

desejada ap0s a adicédo da solucéo de fosforo.
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3.4.1-EQUIPAMENTOS ADICIONAIS

Os po6s foram submetidos a operacOes de sinterizacdo em fornos com resisténcia de
carbeto de silicio no Laboratério de Moagem e Fornos do grupo de Quimica de Materiais da
UEPG.

3.5 PARAMETRIZACAO E FORMULACAO DA SINTESE DAS AMOSTRAS

Os tdpicos a seguir referem-se ao modo pelo qual a sintese hidrotermal foi planejada.

3.5.1 CONCENTRACAO DOS PRECURSORES DE CALCIO E FOSFORO

A determinacdo da quantidade da concentragdo de célcio na solucdo deve ser
relacionada ao fosfato de calcio pretendido. Nesta sintese o objetivo é a obtencdo de
hidroxiapatita logo a relacéo estequiométrica molar de 1,6667 deve ser seguida.

As solucbes aquosas preparadas do precursor de calcio foram preparadas na
concentracdo de 0,0835 mol/L enquanto a concentracdo de fdsforo utilizada foi de 0,0501
mol/L. As solucbes foram preparadas com agua deionizada e foram sonificadas em lavadora
ultrassbnica da marca Sanders-Soniclean por 15 minutos a fim de eliminar a presenca de

diéxido de carbono e outros gases e melhorar a homogeneidade da solucéo.

3.5.2 CONCENTRACAO DOS PRECURSORES DE NIOBIO

Trabalhos anteriores utilizaram a concentracdo de 1%%, 5% e 10% de oxifosfatos de
nidbio, mas o método de sintese empregado foi o da rea¢do quimica do estado sélido. Neste
trabalho foi empregada a adicdo dos precursores de nidbio em concentracdes mais baixas
devido a diferenca do método o qual a possivel adicdo de concentracfes maiores poderia
resultar em problemas nos testes de citotoxicidade desse modo mantendo a relagédo de
proporcao citada definiu-se que a amostra 5 seria 5 vezes mais aditivada com niobio que a
amostra 1 e esta amostra seriam 10 vezes menos aditivada que a amostra 10.

A concentracdo tedrica do precursor de nidbio adicionado a solucéo hidrotermal foi

entdo determinada:
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v Amostra 0: amostra sem o precursor de niébio

v Amostra 1: amostra aditivada com 57,6 ppm do precursor de nidbio
correspondente a 5,2825 ppm de ions niobio (V)

v Amostra 5: amostra aditivada com 288 ppm do precursor de nidbio
correspondente a 26,4125 ppm de ions nidbio (V)

v Amostra 10-200: amostra aditivada com 576 ppm do precursor de
niobio tratada a 200 C correspondente a 52,8250 ppm de ions nidbio (V)

As massas foram pesadas em balanca analitica e adicionadas conjuntamente com a

solucdo de fésforo durante a execucédo da sintese.

3.5.3 CONCENTRACAO DE UREIA

A concentracdo da ureia deve ser tal que o pH final da sintese seja atingido. Para a
determinacdo da quantidade de ureia a ser usada foi procurado usar a menor quantidade
possivel para evitar a interferéncia da ureia no crescimento dos cristais formados e minimizar
a possibilidade de contaminac@es ou reacGes paralelas a da sintese.

O procedimento adotado foi a montagem de experimentos-piloto aonde tinhamos uma
sintese com a concentracdo os precursores de célcio e fosforo da amostra 0 e uma sintese com
0s precursores de nidbio, calcio e fosforo das amostras 1,5 e 10.

Foi adicionada inicialmente a quantidade de 1 grama de ureia correspondente e ap06s a
realizacdo da sintese o pH da solucédo resultante foi medido. A adicdo posterior nas sinteses
sequintes foi de 1,5 gramas e posteriormente de 2 gramas ao qual se atingiu os valores de
pH=10 para a amostra 0 e 1 e pH=9.5 para as amostras aditivadas com ni6bio 5 e 10 sendo
estes valores admitidos de pH da precipitacdo da hidroxiapatita e assim a concentracdo de
ureia em quantidade de matéria na solu¢do hidrotermal foi determinada como 0,3330 mol/L.

A ureia foi adicionada sob agitacdo constante por 15 minutos ap6s adicdo de todos 0s

demais aditivos e solucGes de precursores.

3.5.4 CONCENTRACAO DE ACIDO CITRICO

A quantidade de acido citrico foi estimada com a adi¢do progressiva e sobre agitacdo
constante a 25 C de 0,1 gramas de &cido citrico na solugdo aquosa de célcio até que o pH

atingisse o valor de 4,0. Deste modo chegou-se a uma quantidade fixa de acido citrico a ser
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adicionada na sintese que foi determinada em 2 gramas correspondente a concentracdo de
0,095 mol/L na solucéo hidrotermal.

O écido citrico foi adicionado sob agitacdo constante por 20 minutos na solucdo do
precursor de célcio com o objetivo de acidificar a solugdo até o pH de 4,0 e também promover
a complexacéo do calcio evitando a precipitacdo de compostos quando da adic¢éo das solucdes

dos outros precursores.

3.5.5- POTENCIAL HIDROGENIONICO DA SINTESE

Para evitar a formacdo inicial de hidroxiapatita as solu¢fes devem ter pH abaixo de 5,0
e para compostos de nidbio hd formacdo de compostos de nidbio também em ph acidos.
Baseando-se nestas informacdes o pH inicial da sintese foi estipulado em 4,0 enquanto o pH
final de 10,0 € o reportado na literatura que favorece a formacédo da hidroxiapatita. O pH final
ficou relacionado a quantidade de ureia utilizada de modo que ap6s os testes-piloto
experimentais chegou-se aos valores de pH=10 para a amostra 0 e 1 e pH=9,5 para as
amostras com nidbio 5 e 10.

O uso de um pH mais &cido (proximo a 0,0 ou 1,0) ndo foi possivel devido a grande
quantidade de &cido citrico necessario o que poderia interferir no planejamento da sintese
inicial. Os valores de pH foram medidos no inicio de cada sintese, durante o processo de
mistura das solucdes dos precursores e apds a sintese hidrotérmica para verificar a condicéo
final obtida com um aparelho de medicdo de pH digital marca CE com faixa de medicdo de
pH entre 0,0 até 14, 0, temperatura de operacdo até 50 C, precisdo e resolucdo de 0,1. O
peagametro foi calibrado para ser usado com solucdo tampdo de ftalato de potassio em
pH=4,0.

3.5.6 TEMPERATURA DA SINTESE

A temperatura da sintese foi fixada como a recomendada e utilizada em outros
trabalhos do grupo para a obtencdo de hidroxiapatita pelo méetodo hidrotérmico em 160 C. A
temperatura inicialmente foi considerada como uma variavel fixa para as amostra 0,1 e 5.
Apbs o ensaio de micrografia eletronica de varredura observou-se que a 200 C para a amostra
10200 o que determinou para a amostra nesta faixa de concentragdo uma temperatura fixa de
200 C. A temperatura foi controlada com multimetro digital da marca LeePro MAS838
dotado de termopar do tipo K.
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3.5.7 TEMPO DA SINTESE HIDROTERMICA

O tempo de sintese foi estipulado inicialmente em 24 horas a fim de garantir a
dissociacdo total da ureia e a liberacdo de ions OH" capazes de elevar o pH até o valor final
desejado assim como a dissolugéo e reprecipitacdo de outros compostos que tenham se
formado durante a sintese. O tempo inicialmente foi considerado como uma variavel fixa para

todas as concentragdes utilizadas.

3.5.8 PRESSAO DA SINTESE HIDROTERMICA

A pressdo da sintese ndo pode ser medida devido a auséncia de um manémetro no
equipamento utilizado. Teoricamente a manutencdo de um volume de sintese constante e 0s
outros parametros também constantes a pressao interna devera ser a mesma em todos os lotes

produzidos. O volume da sintese foi fixado em 100 ml.

3.6 METODOLOGIAS USADAS NO PREPARO DE AMOSTRAS PARA AS
TECNICAS DE CARACTERIZACAO EMPREGADAS

As metodologias empregadas na caracterizacdo das amostras estdo apresentadas nos

topicos que se seguem.

3.6.1 CARACTERIZACAO COMO BIOMATERIAIS

A caracterizacdo foi realizada externamente ao laboratério de Quimica de Materiais
sendo realizado nos laboratérios do programa de mestrado e doutorado em odontologia da
UEPG.

As amostras 0, 1,5 e 10 foram preparadas em quadriplicata a fim de se obter uma
quantidade de pos suficiente para o preparo das solucdes para a analise. Uma quantidade
destes pos foi reservada para caracterizaces fisico-quimicas.

Para a cultura de células uma linhagem ROS, proveniente de osteoblastos de ratos foi
cultivada em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s Minimum Essencial

Medium) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) em garrafas p/ cultivo celular 60 ml,
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25cm? e 50 cm? ¢/ filtro — TPP, mantidas a 37°C em atmosfera (mida a 5% de CO,. O
crescimento celular foi monitorado a cada 24 horas utilizando-se microscopio invertido . Os
subcultivos foram feitos quando as células atingiam a 80% de confluéncia. O meio do frasco
de cultivo era aspirado e a monocamada celular lavada duas vezes com solugéo salina fosfato
sem calcio e sem magnésio (PBS-A), pH 7,4. A seguir, as células foram separadas com 1 ml
de solucdo de tripsina 0,1% durante 2 minutos a 37°C. A tripsina foi inativada com 5 ml de
meio de cultura contendo soro fetal bovino. Aliquotas foram transferidas para outras garrafas
com meio de cultura fresco.

Uma vez determinada a viabilidade e a quantificacdo da viabilidade celular com
emprego do corante azul de Tripan a 0,4% em cdmara hemocitométrica (camara de
Neubauer), 7X10° células/poco foram plaqueadas em placas de 96 pocos contendo 100pL de
DMEM a 10%. Apds 24 horas 1 mg dos biomateriais foram acrescentados em seis pogos,
sendo subdivididos nos seguintes grupos: G1- Células em meio de cultura; G2- Biogran®;
G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita 1% de nidbio; G5- Hidroxiapatita 5% de nidbio e G6-
Hidroxiapatita 10% de niobio.

Os osteoblastos foram analisados nos tempos 24h, 48h, 72h e 96h periodo em que as
células atingiram a total confluéncia nos ensaios com o corante MTT. Apds as 96h de
incubacdo o meio foi renovado por meio fresco ndo suplementado com SFB contendo 0,5
mg/ml solucdo de MTT preparada no momento do uso. As placas foram, entdo, incubadas e
protegidas da luz por 3h em estufa a 37°C. Decorrido o tempo de reagcdo o meio foi descartado
e o corante extraido com (1 ml/pogo) etanol (PA). O formazan azul foi quantificado em
espectrofotdbmetro usando o comprimento de onda de 570nm.

O plagueamento para os demais testes de citotoxicidade seguiram 0 mesmo
procedimento realizado para o teste MTT. Posteriormente, 0 meio foi renovado por meio
fresco ndo suplementado com SFB contendo 50ug/ml de corante vermelho neutro. A solugédo
estoque do corante 0,4% m/v foi preparada em &gua deionizada. Antes de ser adicionado as
células, o corante diluido em meio de cultura foi incubado por 4h a 37°C protegido da luz e
posteriormente filtrado em membrana Millipore (4=0,22 mm). O tempo de exposi¢do ao
corante foi de 3h, apds o qual o meio foi removido e as células foram rapidamente lavadas
com PBS-Ca®* gelado. O corante incorporado foi entdo extraido através de uma solucéo
aquosa contendo etanol (50%) e &cido acético (1%).

Os testes de MTT e CVN foram realizados simultaneamente, ou seja, as células
semeadas eram obtidas do mesmo lote sob as mesmas condig¢des de cultivo. Foram realizados

dois experimentos independentes para cada teste com n=6.
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A comparacdo entre os diferentes grupos de tratamento foi obtida através da anélise de
variancia de um critério (one-way ANOVA). Para comparar 0s resultados obtidos entre 0s
grupos do estudo, primeiramente foi testado a normalidade dos dados atraves do teste de
Kolgomorov-Smirnov (amostra pequena) e a equivaléncia das variancias foi testada com o
teste de Bartlett. Quando ndo houve distribuicdo normal e/ou equivaléncia das variancias foi
feita a transformacdo dos dados (logaritmo). Apds a realizacdo da ANOVA, quando obtidas
diferencas significativas, as comparacfes multiplas foram realizadas como o pos-teste de
Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (o=0,05). Todos os calculos foram
realizados com o programa estatistico Graph Pad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

3.6.2 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A andlise por difracdo de raios X foi realizada no Complexo de Laboratérios
Multiusuérios (CLABMU) da UEPG utilizando um difratbmetro de raios X modelo XRD-
6000 da marca Shimadzu. As amostras foram submetidas a secagem em estufa por 24 horas a
110 °C, acondicionadas em eppendorf e armazenadas em dessecador até serem levadas para a
andlise. Os pos foram analisados em triplicata usando radiagdo Cu-al de 1,5406 angstron com
diferenca de potencial de 40 kV e corrente de 30 mA. As amostras foram submetidas a
varredura qualitativa modo varredura continua de 26 entre 3 a 100° com passo de 2°/min. Os
difratogramas obtidos foram comparados com dados encontrados nos bancos de dados
acessiveis através do portal da pesquisa do CAPES:

a)CRYSTMET

b)Inorganic Crystal Structure Database (ICSD)

c)Crystallography Open Database (COD)

Os difratogramas obtidos também foram analisados usando o programa de analise de
dados de licenca académica gratuita QualX com a base de dados PDF-2 utilizando-se as
operacOes para a analise qualitativa para a identificacdo dos picos:

v K-alpha stripped: evitar a contagem de picos a2 devido ao uso de
radiac@o bicromatica.

v Subtracted Background: subtrair o background devido ao espalhamento
no ar e a presenca de fases amorfas.

v Smoothing: utilizado para reducéo de ruidos.

v Peak Search: Pesquisa dos picos presentes.
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v Search on Pdf: Identificacdo das fases presentes através da comparagdo

de fichas-padrao.
O tamanho médio dos cristalitos (L) foi calculado em triplicata utilizando o programa

XPowder para todas as amostras e tomando o valor médio usando a equagéo de Scherrert*?2:

L=k. A/ B.cos®

Equacédo 4-Equacdo para calculo do tamanho médio do cristalito

Onde k € uma constante que depende do formato das particulas (para
hidroxiapatita com particulas proximas a esferas habitualmente usa-se de 0.9 a 1.0), A ¢ o
comprimento de onda em nm, ¢ a largura a meia altura, que ¢é calculada pela diferenca: BZ =
Bexp2 — b onde Bexp € a largura a meia altura do pico difratado da amostra, e b a largura a meia

altura de um pico difratado do padrdo a uma regido préxima ao pico da amostra analisada.

3.6.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER (IV-TF)

A anélise por espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada no complexo de
laboratérios multiusuarios (CLABMU) da UEPG utilizando um espectrofotdmetro de
infravermelho Ftir da marca Shimadzu modelo Ir Prestigie 21 em uma faixa de leitura de 400
a 4000 cm*. As amostras foram submetidas & secagem em estufa por 24 horas a 110 °C,
acondicionadas em eppendorf e armazenadas em dessecador até serem levadas para a analise.
Os pos foram analisados em triplicata. As amostras foram prensadas em pastilhas com
brometo de potassio (KBr) seco por 24 horas para serem analisadas. Os espectros obtidos
foram abertos para analise dos grupos funcionais no programa de licenca gratuita para
académicos KnowltAll 9.0 da Bio-Rad.

3.6.4 ESPECTROSCOPIA DE ESPALHAMENTO RAMAN

A analise por espectroscopia Raman foi realizada pelo Prof. Dr. Henrique de Santana
do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina (CCE/UEL).

As amostras encaminhadas foram submetidas a secagem em estufa por 24 horas a 110
°C, acondicionadas em eppendorf e armazenadas em dessecador até o momento do

encaminhamento. Os espectrogramas obtidos foram analisados para analise no programa de
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licenca gratuita para académicos KnowltAll 9.0 da Bio-Rad e Raman Data Search and Storage
(RDSS) v2013. 04.01.

3.6.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A analise de microscopia foi realizada no Laboratério Interdisciplinar de Microscopia
do curso de Engenharia de Materiais da UEPG utilizando um microscépio eletrénico de
varredura Microscopio Eletronico de Varredura com EDX - Shimadzu - SS 550 em conjunto
com o Prof. Dr. Milton Domingos Michel. As amostras foram submetidas a secagem em
estufa por 24 horas a 110 °C, acondicionadas em eppendorf e armazenadas em dessecador até
serem levadas para a analise. Os pos foram analisados em duplicata. As amostras foram
dispersas em alcool isopropilico e metalizadas em evaporadora para deposicdo de ouro
Shimadzu para facilitar a analise microscopica. As imagens obtidas foram analisadas no

programa de licenca gratuita para uso académico ImageJ.

3.6.6 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X (EDX)

A andlise de EDX para realizacdo da identificagdo de elementos foi realizada no
Laboratério de Microscopia do curso de Engenharia de Materiais da UEPG utilizando um
microscopio eletrénico de varredura Microscopio Eletronico de Varredura com EDX -
SHIMADZU - SS 550 e no
Grupo de Fisica Aplicada a Solos e Ciéncias Ambientais do Departamento de Fisica da UEPG
sendo neste local realizado em um espectrometro Shimadzu EDX-720. As amostras eram as

mesmas utilizadas na microscopia eletronica de varredura.

3.6.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A analise de microscopia foi realizada nos laboratérios da Universidade Estadual de
Sdo Paulo (UNESP) em Araraquara utilizando um microscopio eletronico de transmissao
Phillips C-20 com constante de camera de 1224 pixel x Angstrom. As amostras foram
submetidas a secagem em estufa por 24 horas a 110 °C, acondicionadas em eppendorf e
armazenadas em dessecador até ser encaminhada para a analise. As micrografias foram

analisadas com o programa ImageJ.
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Para indexacdo dos planos cristalinos os raios dos halos foram medidos por trés vezes
com o programa DiffractionRing Profiler for Windows versdo 1.7 sendo a medida dos raios
dos circulos em pixels e a distancia dos planos interplanares (h k 1) foi calculada usando-se a

relacdo da equacdo 5:

(hkl) = constante da camera/raio do circulo (angstrons)
Equacéo 5- Equagéo para indexagéo dos planos (hkl) a partir dos raios dos halos
obtidos na MET.

3.6.8 GRANULOMETRIA POR DIFRACAO A LASER (DL)

A andlise de granulometria por difracdo de laser foi realizada no laboratério de Analise
Minerais e de Rochas da Universidade Federal do Parana (LAMIR) utilizando um
granuldmetro Cilas 1064. As amostras foram submetidas a secagem em estufa por 24 horas a
110 °C, acondicionadas em eppendorf e armazenadas em dessecador até serem encaminhadas
para a analise. As amostras foram sonificadas no LAMIR por 60 segundos para a realizacdo

da anélise.

3.6.9 ANALISE TERMICA GRAVIMETRICA E ANALISE TERMICA
DIFERENCIAL (TG-ATD)

A andlise térmica foi realizada no Complexo de Laboratérios Multiusuarios
(CLABMU) da UEPG utilizando o equipamento de TGA-DTA modelo 2960 SDT V3. OF da
TA Instruments Thermal Analysis. Para a amostra 0 foi utilizado no cadinho um total de
amostra de 3,3938 mg e para a amostra 10 um total de 2,7576 mg.A analise foi realizada em
atmosfera em ar com vazéo de fluxo de 100 ml/min com taxa de aquecimento de 10 °C/min
até a temperatura maxima de 1200 °C.

Os dados obtidos foram analisados através do programa do proprio equipamento

chamado de Universal Analysis 2000.
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3.6.10 ANALISE POR FLUORESCENCIA DE RAIOS X (FRX)

As amostras 1 e 10 foram acondicionadas em eppendorf e encaminhadas para as
andlises de fluorescéncia de raio X realizadas no Laboratério de Caracterizacdo Tecnoldgica
do Departamento de Engenharia de Minas e de Petréleo da Escola Politécnica da USP. Os
teores dos elementos foram determinados por analise sem padr@es (standarless) de elementos
quimicos do flGor até o urénio em espectrometro de fluorescéncia de raio X modelo Axios
Advanced da marca PANalytical. Os resultados foram expressos em % de 6xido em base

calcinada normalizada a 100%.

3.6.11 ANALISE DE DISTRIBUIGCAO DE TAMANHO DE PARTICULA POR
ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (EDL)

Para a realizacdo da analise em equipamento de espalhamento dindmico de luz modelo
ZetaSizer da marca Malvern foram preparadas 30 ml de suspensdes com 80% v/v de agua
destilada e 20% v/v de &lcool isopropilico grau absoluto. O dispersante utilizado foi o
poliacrilato de sodio (1.0 % m/v) e metasilicato de sodio (3% m/v) para uma quantidade de

amostra de 0.05 gramas. As suspensdes foram sonificadas em 2 ciclos de 40 minutos.

3.6.12 AVALIACAO DA SINTESE HIDROTERMAL
3.6.12.1 RENDIMENTO DA SINTESE

Amostras em triplicata foram secas em estufa a 110 °C por 24 horas e depois pesadas

em balanca analitica. Os resultados foram arredondados para quatro algarismos.

3.6.12.2 AVALIACAO DA SINTESE

A fim de verificar o efeito da sintese hidrotermal e a rota empregada foi elaborada uma
sintese utilizando-se a rota por precipitacdo em solucdo aquosa.

A rota foi realizada utilizando as quantidades utilizadas na preparacdo da amostra 10-
200. A solucéo dos precursores de fosforo e niobio (50 ml) foi gotejada lentamente na solucao
do precursor de célcio (50 ml). O pH da solugdo foi ajustado com hidréxido de aménio até pH

igual a 10.Ap0s a precipitacdo, a solugéo foi deixada envelhecendo por 24 horas antes de ser
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filtrada, lavada e seca. A amostra foi caracterizada através da microscopia eletronica de

varredura e difracdo de raios X.

3.6.12.3 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA UREIA

A amostra escolhida foi a mais concentrada, 10-200, que foi reformulada com a
diminuicdo da ureia para 1.5 gramas. A proporcdo dos demais reagentes permaneceu

constante. A amostra obtida foi caracterizada por microscopia eletronica de varredura.

3.6.12.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ACIDO CITRICO

A amostra escolhida foi a mais concentrada, 10-200, que foi reformulada com o
emprego de duas situacdes:
a) substituicdo do acido citrico por &cido tartarico mantendo a mesma
proporcao.
b) Aumento da quantidade de acido citrico para o dobro da utilizada.

As amostras obtidas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura.

3.6.12.5 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA

A amostra escolhida foi a mais concentrada, 10-200, que foi sintetizada com o
emprego de trés situacoes:
a) Com a temperatura estipulada em 200 °C
b) Com a temperatura estipulada em 160 °C

C) Com a temperatura estipulada em 100 °C

As amostras obtidas foram caracterizadas por microscopia eletrbnica de
varredura e difracdo de raios X e espectroscopia de infravermelho por transformada de

Fourier.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DA SINTESE HIDROTERMAL

4.1.1 AVALIACAO DA SINTESE

4.1.1.1 RENDIMENTO

Os resultados obtidos da massa obtida das amostras de cada sintese estdo

demonstrados na tabela 2 abaixo.

TABELA 2-RENDIMENTO DAS AMOSTRAS

TABELA 2 - RESULTADOS DE MASSAS OBTIDAS

Amostra Massa Média Desvio-Padréo Coeficiente de
Obtida em gramas Variagdo (CV)
0 0.4967 0.060681 0.003682
1 0,4887 0,092938 0,008637
5 0.5059 0.114414 0.013091
10-200 0.5030 0.098344 0.009672

FONTE:AUTOR,2013.

Utilizando a reacdo quimica mostrada na reacdo 5 para as amostras sem aditivacédo 0, a
massa tedrica a ser obtida na sintese hidrotermal seria de 0,50332 gramas. Este valor esta
concordante e é obtido considerando-se os precursores utilizados e a possivel reacdo
estequiométrica balanceada para a amostra 0 e considerando a ndo formacao de subprodutos e
substituicdes do tipo carbonato, portanto considerando-se uma pureza do produto obtido de
100%.

10 Ca (CH3COO0); + 6 (NH4)H2PO4 + 14 OH >
Cay(PO4)s(OH), + 6 NH," + 20 CH3COO™ + 12 H,0
Reacédo 5

Para as amostras aditivadas podemos ter a substituicdo do calcio, por exemplo,
com fons Nb>* ou a formacéo de fases de compostos de niébio além de outras substituices

como a dos grupos carbonato por grupos fosfato ou hidroxila.
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Além disto, conforme Tamai e Isama (2007) sugerem que 0 monémero anidnico
HxNbOg* é mais favoravel & incorporacdo idnica substitucional na hidroxiapatita nas posicées
do grupo PO, devido a semelhanca nos raios idnicos de modo que a substituicao intersticial
ou a adsorcédo na superficie da estrutura da hidroxiapatita seja mais provavel que a
substitucional. N&o ha até o momento dados suficientes para a previsao da formula estrutural e

a quantidade tedrica das amostras aditivadas com nidbio (V).

4.1.1.2 AVALIACAO DA ROTA EMPREGADA

O quadro comparativo desta rota e a rota hidrotermal sdo mostrados na figura 17 que
demonstra a diferenca entre dois métodos.

Pode-se notar a diferenga morfoldgica quando se utiliza 0 método hidrotermal em
comparacdo ao metodo por precipitacdo em solucdo aquosa e isto confirmou a sua escolha no
método de preparo das amostras.

Os aglomerados arredondados obtidos pelo método hidrotermal, (figura 17-a)
aparentemente apresentam uma estrutura mais homogénea enquanto pelo outro método
empregado observam-se placas ou flakes aglomerados e uma estrutura morfolégica muito
mais heterogénea (figura 17-b).

A anélise por difracdo de raios X destas amostras, aditivadas com a maior concentracao
do precursor de niébio, (figura 17-c parte superior), apresentam a fase de hidroxiapatita como
fase principal, mas qualitativamente pode-se perceber a maior cristalinidade da amostra obtida
pelo método hidrotermal com picos de difracdo menos largos que o do método por
precipitacdo em solucdo aquosa (figura 17-c parte inferior).

O emprego da ureia como agente de precipitacdo e a presenca de agentes complexantes
como o acido citrico sdo habitualmente empregados e podem explicar esta diferenca
morfolégica assim como o emprego da temperatura e pressao hidrotermal podem influenciar

na cristalinidade das amostras.
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FIGURA 17- DIFRATOGRAMAS E FOTOMICROGRAFIAS COMPARATIVAS ENTRE O METODO
HIDROTERMAL E PRECIPITACAO QUIMICA EM SOLUGAO AQUOSA

AccY Probe Mag WD Det 0. AccY Probe Mag WD Det
15.0k¥ 40 x30 38 SE 15.0k¥ 40 x1000 38 SE

(b)10-200 Sintese por Precipitacdo Quimica em Solucdo Aquosa

Experimental pattern: pptil

Experimental pattern: WCOGOS05_

T T T T T T T T T
1000 20.00 s0.00 40.00 s0.00 6000 Fo.oo S0.00 Q000

(c) Difratograma das Amostras 10-200 preparada hidrotermicamente (inferior) e por

precipitacdo quimica (superior)
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O mecanismo proposto por Ma (2012) utilizando como agente de complexagéo e
template, o tartarato de sddio e potassio, para a obtencdo de hidroxiapatita nanoestruturada

hierarquica é ilustrado na figura 18.

FIGURA 18- MODELO PROPOSTO POR MA (2012) PARA CRESCIMENTO DE
HIDROXIAPATITAS AUTO-ESTRUTURADAS

FONTE: MA, MING-GUO. HIERARCHICALLY NANOSTRUCTURED HYDROXYAPATITE:
HYDROTHERMAL SYNTHESIS, MORPHOLOGY CONTROL, GROWTH MECHANISM, AND
BIOLOGICAL ACTIVITY
INT J NANOMEDICINE, V.7, P.1781-1791,2012.

Este mecanismo sugere a nucleacdo de ions céalcio complexados por ions do quelato e o
crescimento auto-organizado em condicGes hidrotermais dos ions fosfato neste template
formando hidroxiapatita com a morfologia tipo flower.

A amostra 0 apresenta morfologia semelhante a apresentada neste modelo enquanto as
amostras aditivadas conforme os resultados morfoldgicos apresentam uma estrutura mais
fechada com evidenciado menor crescimento. Estes resultados podem ser vistos na se¢do de
resultados por microscopia eletronica de transmisséo e varredura das amostras.

Como visto na introducdo tedrica ¥ e citado por Zhang et al (2010), pode-se concluir-

se que a solucdo hidrotermal no estado de supersaturacao tem um raio critico igual a:
T 2Vy
T T kb TIn(S)
Equacéo 6- Calculo do Raio Critico
Assim as solucdes contendo os precursores de nidbio (V) possivelmente estejam
aumentando o valor deste raio critico dificultando o crescimento dos nacleos formados devido

a presenca adicional de agentes de complexacdo dos ions célcio (1) do precursor de niobio. O
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uso do acido citrico permitiu além da regulagem do pH para as condi¢es iniciais da sintese,
mas também o mesmo efeito complexante com os ions célcio e a obtengdo de morfologia auto
estruturada pois a presenca na solucdo hidrotermal dos grupos carboxilicos do acido
citrico,dos grupos oxalato do precursor amoniacal e da liberacdo controlada de OH"
provavelmente restringem o crescimento dos grupos Ca’* e PO,> durante a sintese
hidrotermal.

Nas amostras aditivadas este efeito € maior devido a presenca de grupos oxalato na
estrutura do complexo amoniacal e o crescimento € ainda mais lento em relacdo a amostra
pura tornando a morfologia mais fechada como serd visto na analise dos resultados
morfoldgicos das amostras.

Observa-se ainda uma formacdo de placas retangulares na figura 20, sendo esta uma
amostra submetida a tratamento a 160 °C por 24 horas (10-160) e isto pode sugerir a
dissolucdo ou decomposicédo destas placas durante a sintese hidrotermal, visto que a amostra
2H ndo tem fase de hidroxiapatita estequiométrica conforme visto no difratograma da amostra
2H e estas placas podem ser provavelmente fases de monetita, brushita e/ou citrato metalico
devido ao baixo pH neste tempo de sintese (pH=4.0) que favorecem o crescimento destas
fases visto que a hidroxiapatita so se torna estavel a partir de pH 6.0.

A amostra 10-200 apresentou uma estrutura mais homogénea que a 10-160 e isto pode
ser devido a temperatura de sintese hidrotermal empregada que esta acima da temperatura de
decomposicdo do acido citrico (175-180°C) provocando a decomposicdo deste e podendo
supersaturar a solucdo com mais ions Ca (Il) que a da amostra 10-160 que esta abaixo da
temperatura de decomposicao.

A reacdo de complexacdo de ions citrato e calcio podem ser adaptados da proposta por

Roeder (2006), que utilizou acido latico para precipitar hidroxiapatita na forma de whiskers.

[CeHs07]Cas’ + 3 HY > 3 Ca?** + C4H5O
Reacdo 6

A maior temperatura desloca o equilibrio para a direita e a degradacao do acido citrico
formado provocando uma maior liberacdo de ions Ca (1) e assim teriamos um crescimento de
hidroxiapatita e menor quantidade de placas como as visualizadas.

A figura 19(a) mostra a morfologia de amostras 10-200 submetida a 2 horas de
tratamento hidrotermal (2H) enquanto a figura 19(b) e 19(c) corresponde a amostra com

niobio na maior concentracdo sintetizadas em diferentes temperaturas.
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FIGURA 19-FOTOMICROGRAFIA COMPARATIVA ENTRE AMOSTRAS 10-200 SUBMETIDAS A
CONDICOES DIFERENTES DE SINTESE.

— Eqermertd petem (Erb g2t

— Experimental pattem (4n) dat)

| m '

L | I L )

(b)Amostra 10-160

— Enrerinertal paten (VOGCA0S_- Gipa i

| ﬂ!l 'WW‘WWE !

(c)Amostra 10-200

O possivel crescimento nas placas que serviriam como template é indicado na figura 20
enquanto o crescimento da hidroxiapatita a partir da transformacdo da monetita ou outro
fosfato de célcio formado quando se atinge o pH favoravel & formacgdo da fase de
hidroxiapatita € um mecanismo vidvel conforme pode ser visto no trabalho de Zhang e
Vecchio (2007) que sintetizaram hidroxiapatitas com morfologia de bastfes (rods) utilizando
fosfato dicalcio anidro (CaHPO,, DCPA) e carbonato de célcio (CaCOg3) através da sintese
hidrotermal entre 120 e 180 °C.
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FIGURA 20- FOTOMICROGRAFIA MEV DA AMOSTRA 10-200 COM POSSIVEL TEMPLATE
PARA CRESCIMENTO DOS CRISTAIS INDICADO PELAS SETAS.

A comparac¢do com as fases citadas e algumas possiveis de ocorrer esta representada na
figura 21.

Nota-se qualitativamente a maior concordancia com as fases de citrato de calcio
tetrahidratado (PDF2-00-025-1568), monetita (PDF2- 01-071-1759) e brushita (PDF-2 01-
072-0713) o que mostra concordancia com os dados obtidos e a teoria citada.

Comparando-se com a fase de hidroxiapatita da ficha PDF-2 00-003-0747 né&o se
consegue a correlacdo de picos o que era previsivel pelo baixo pH, (4.0), da solucdo
hidrotermal nestas condi¢Ges o que favorece a precipitacdo das fases acima. Na figura 21
ainda a picos que correspondem a nenhuma das fases citadas e que correspondem a compostos

intermediarios que se formam no inicio da sintese.
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FIGURA 21-DIFRATOGRAMA COMPARATIVO DA AMOSTRA 2H REPRESENTADA PELO
CODIGO 6NB COM DIFRATOGRAMAS GERADOS PELAS FICHAS PDF-2: 01-071-1759,00-021-
0697,01-072-0713,00-003-0747,00-043-0780,00-035-0227 E 00-025-1568.
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A analise por microscopia eletrénica de varredura no modo de elétrons retro
espalhados permitiu visualizar o contraste dos elementos presentes, (figura22).

Percebe-se que as fases mais claras compostas por atomos de nimero atdmico mais
pesado indicam provavelmente a presenca de calcio (z=40) e/ou niobio (z=41) enquanto se
percebe a presenca de placas com uma tonalidade mais escura, devido a elementos de menor
peso atomico (22b).
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FIGURA 22-FOTOMICROGRAFIA MEV DA AMOSTRA 10-200 EM DIFERENTES MODOS DE

OPERACAO
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Outra evidéncia destas transformacBes sdo o0s resultados obtidos através da

microscopia de forca atbmica (figuras 23 (a, b, c)).

FIGURA 23-FOTOMICROGRAFIA AFM DA AMOSTRA 10-200 EM FUNGAO DO TEMPO. (DA
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Com duas horas de sintese (figura 23-a) os valores de rugosidade média Ra e raiz

média quadratica da Rq sdo inferiores aos valores com 12 horas de sintese (figura 23-b) e com
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24 horas de sintese (figura 23-c) o que explica as placas planas no inicio da sintese e a
posterior formacdo dos aglomerados arredondados ao final da sintese que acarreta no aumento

da rugosidade.

4.1.1.3 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA UREIA

A rota da amostra 10-200 foi empregada para verificar o efeito da adi¢do da ureia na
sintese. A quantidade de ureia foi diminuida gradativamente de 2 gramas, a quantidade padrao
da sintese, para as quantidades de 1.5 g, 1.0 g e 0.5 g. Para estas duas ultimas quantidades o

pH final da sintese ndo ultrapassou o valor de 7.0 sendo entéo descartadas.

FIGURA 24-FOTOMICROGRAFIA MEV DE AMOSTRAS COM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE UREIA

il .
(b) Amostra com 2.0 gra

(a)Arhostra coml1l5g de Ureia

mas de Ureia

A amostra com 1.5 gramas de ureia teve um pH final de 8.0 e observa-se na
micrografia da figura 24 a formacdo de aglomerados arredondados, mas um pouco maiores
que o padrdo 10-200.

A amostra 10-200 tem um pH final de sintese em 9.0 e a possibilidade de se obter a
mesma morfologia com uma quantidade menor de ureia este fato pode auxiliar na diminuicéo
de grupos carbonato gerados na sintese hidrotermal assim como uma menor reducdo na

quantidade de contaminantes.
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4.1.1.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ACIDO CITRICO

O uso de uma maior quantidade de &cido citrico deixou o pH inicial da sintese em 3.5
e, 0 pH final da sintese em 9.0 e os aglomerados continuaram arredondados.

O uso do &cido tartarico produz aglomerados com maior crescimento das particulas
pontiagudas em relacdo ao acido citrico (figura 25). Esta avaliacdo serviu como parametro

para a escolha do acido citrico na sintese hidrotermal.

FIGURA 25-FOTOMICROGRAFIAS MEV COMPARATIVAS ENTRE O USO DE ACIDO CITRICO E

ACIDO TARTARICO NA PREPARAGCAO HIDROTERMICA DAS AMOSTRAS

(c)Amostra com 4 gramas de Acido Citrico
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4.1.1.5 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA HIDROTERMICA

O uso de uma menor temperatura (100 °C) ndo produziu o pH final da sintese na faixa
de precipitacdo desejada (8 a 10) e,por isso 0 tempo da sintese teve que ser ajustado para além
de 24 horas. O tempo utilizado para a sintese desta amostra nesta temperatura foi de 168 horas
de forma a ter um pH final de sintese igual a 10.

Obteve-se uma amostra com aglomerados arredondados, mas visualmente mais
uniformes conforme visualizado na figura 26. A amostra sintetizada nesta avaliacdo foi a mais
aditivada com o precursor de nidbio (V).

A amostra a 200 °C aparentemente apresentou uma morfologia mais homogénea que a

160 °C, o que justificou a sua escolha para os testes de biocompatibilidade (figura 26-c)

FIGURA 26- FOTOMICROGRAFIAS MEV DA AMOSTRA 10-200 A DIVERSAS TEMPERATURAS
UTILIZADAS PARA A PREPARACAO DA ROTA HIDROTERMICA DAS AMOSTRAS.

(b) Amostra a 160 °C
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(c) Amostra a 200 °C

No entanto, nas temperaturas descritas anteriormente, (100,160 e 200°C), as particulas
produzidas em grande parte constituem morfologicamente aglomerados arredondados. Liang
et al. (2012), compararam as morfologias de particulas agulhadas e cilindricas de
hidroxiapatita por meio do método hidrotermal e em baixas temperaturas (70 a 100 °C)
e,tempo de 2 a 4 horas de sintese hidrotérmica obtiveram particulas agulhadas e concluiram
que para a obtencdo de particulas cilindricas foi necessario o uso de temperaturas mais

elevadas.

Esta influéncia da temperatura e do tempo de sintese hidrotermal sdo bastante
conhecidas e neste trabalho mesmo a baixas temperaturas foi obtido aglomerados
arredondados.Isto pode ser explicado pelo uso de um agente de precipitacdo homogénea que a
baixas temperaturas foi hidrolisado mais lentamente que a maiores temperaturas assim como a

presenca da combinacao de agentes de controle da liberacdo de Ca(ll).

4.1.1.6 AVALIACAO DO POTENCIAL HIDROGENIONICO FINAL DA SINTESE

O uso de quantidades constantes de ureia em todas as formulac@es da sintese estipulava
um objetivo de se atingir um pH final da sintese ap0s 24 horas igual a 10. Este valor foi
atingido para as amostras puras enquanto nas amostras aditivadas com o precursor de niébio

(V) ocorreu a precipitagcdo em faixas de pH menores,visualizado na tabela 3.
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TABELA 3- pH FINAL DA SINTESE HIDROTERMICA

TABELA 3 - RESULTADOS DO pH FINAL DA SINTESE HIDROTERMICA

Amostra Faixa de pH inicial da Faixa de pH final da Sintese
Sintese
0 4.0 10.0
1 4.0 9.5
5 4.0 9.0
10-200 4.0 9.0

FONTE:AUTOR,2013.

A decomposicdo da ureia segundo Neira et.al. (2009) é realizada a partir de 80°C,

segundo a reacéo 7:

CO(NH,); = NH;" + CON
Reacdo 7
O ion CON hidrolisa-se rapidamente em meio aquoso Segundo a reacéo 8:
CON’" + 3H,0 - NH4 + 20H + CO;
Reacéo 8

e isto permite o controle do pH final da sintese em funcdo da quantidade de ureia
adicionada na sintese hidrotermal,e este controle ¢ fundamental para a precipitacdo da
hidroxiapatita.

E evidente que a presenca do precursor de nidbio (V) torna a solu¢do mais 4cida
devido a presenca dos grupos aménio do precursor amoniacal sendo conhecido que o
fon NH," sofre hidrolise, liberando ions H*, que conferem a solugdo um caréater &cido capaz de
influenciar no pH final da sintese,sendo possivel também, que o pH seja influenciado pela
formacdo de compostos acidos derivados do niobio (V) como o acido nidbico e outros ions
que sofram hidrélise segundo o quadro 10.
O controle do pH inicial com a adigdo correta de ureia e &cido citrico e dos
demais componentes & um fator importante para o0 sucesso da sintese visto que devido a
presenca de diversas espécies quimicas na solugdo hidrotermal a precipitacdo adequada do
ortofosfato de calcio desejado € dependente desta variavel. No quadro é possivel listar
algumas espécies quimicas que podem estar presentes na solucdo hidrotermal em funcéo dos

reagentes utilizados.
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QUADRO 10

QUADRO 10- ALGUMAS ESPECIES QUIMICAS QUE PODEM ESTAR PRESENTES NA
SINTESE HIDROTERMAL

Componente

Acetato

Acetato’
H-Acetato (aq)

Calcio

Ca+2
Ca-Acetato”
CaHPO, (aq)
CaH,PO,"
CaHCO;"
Ca-Citrato’
CaH-Citrato (aq)
CaH,-Citrato*
Ca-Oxalato (aq)

Ambnio

NH4*
NH3 (aq)
NH4-Oxalato

Fosfato

HPO,”
H,PO,
H;PO,

Citrato

Citrato™
H-Citrato™
H,-Citrato

Hs-Citrato (aq)

Oxalato * apenas em amostras aditivadas

Oxalato™
NH4-Oxalato
H,-Oxalato
H-Oxalato’

Carbonato

CO;*
HCO5
H,CO; (aq)

Nidbio * apenas em amostras aditivadas

[NbO,(OH),]®
Nb120;*
Nb(OH)®

Outros

H+
OH"

FONTE:

AUTOR,2013.
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4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As técnicas microscopicas MEV, MET e AFM foram empregadas para observar

aspectos morfologicos das amostras.
4.2.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
4.2.1.1 RESULTADOS DA AMOSTRA 0

A amostra ndo aditivada com o precursor de nidbio apresentou uma mistura
morfoldgica composta de aglomerados arredondados alongados chamada do tipo flower (flor)
e aglomerados arredondados como apresentado na figura 27 sendo estes tipos de morfologias

também conhecidos como auto estruturados.

FIGURA 27- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 0.(AUMENTO:1500X)

Observando-se com um maior aumento, pode-se observar que as particulas que
compdem os aglomerados sdo no formato de placas-laminas com as bordas irregulares
conforme as figuras 28,29.

Este formato irregular e pontiagudo é importante, pois poderia influenciar os resultados
de citotoxicidade devido a interacdo celular podendo causar problemas como perfuracdes ou

deformagdes celulares.
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FIGURA 28- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 0.(AUMENTO:2400X)

. 4 T ‘: 2

FIGURA 29- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 0.(AUMENTO:5 KX)

O crescimento das particulas resulta em uma morfologia parecida com uma flor aberta
(figura 29) e estudos sobre este tipo de morfologia como o trabalho de Wang et al (2009) que
testaram morfologias tipo flower com aglomerados entre 10 e 20 micron como candidatos a
uso como liberadores de farmaco utilizando um agente inflamatorio, o ibuprofeno obtiveram



98

como resultados uma liberacdo controlada utilizando-se esta morfologia devido ao espaco
entre as particulas do aglomerado que permitem um controle da difusdo do farmaco ao longo
da liberacdo do farmaco.

Desta forma esta morfologia obtida para a amostra 0 apresenta um potencial elevado de

aplicacdo nesta area para controlar o fornecimento de farmacos e proteinas.

FIGURA 30- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 0.(AUMENTO:10 KX)

=

Observa-se que o crescimento das particulas ndo é homogéneo sendo que ha particulas
gue crescem mais,enquanto,outras com crescimento menor e com estrutura morfoldgia mais
fechada conforme visto na figura 30 de modo que a presenca de particulas mais alongadas nas
amostras ndo aditivadas com o precursor de niébio (V) pode ser atribuida a ndo presenca deste
precursor visto que as demais variaveis sao idénticas as amostras 1 e 5.A amostra 10 -200 tem
uma temperatura diferente,com um acréscimo de 40°C,e era de se esperar que nesta amostra
que devido ao fator temperatura,que favorece o crescimento das particulas,apresentasse um
alongamento maior,fato que ndo ocorreu de modo que o uso do precursor amoniacal de nidbio

(V) afeta o crescimento morfolégico.

4.2.1.2 RESULTADOS DA AMOSTRA 01

A amostra aditivada 01 apresentou também uma morfologia composta por
aglomerados arredondados (figura 31).
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FIGURA 31- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 1.(AUMENTO:500X)
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No entanto a observacdo com regiGes mais ampliadas observa-se que as particulas
estdo diferentes da amostra ndo aditivada O e que os aglomerados permanecem mais

“fechados” no formado arredondado figura 32,33 e 34.
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FIGURA 33- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 1.(AUMENTO:5000X)

0
<8,

FIGURA 34- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 1.(AUMENTO:20KX)

S & y

Avaliando os resultados em funcdo das conclusdes obtidas por Wang et al. (2009), e ja
comentados para a amostra ndo aditivada, esta morfologia mais fechada podera diminuir a
aplicabilidade desta morfologia na liberacéo de farmacos apesar de que o controle de liberagédo
depender do tipo de aplicacdo e funcionalidade desejada e como sera visto com o aumento da

quantidade do precursor de nidbio mais compacta ¢ a superficie da amostra.
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4.2.1.3 RESULTADOS DA AMOSTRA 05

A morfologia da amostra aditivada 05 também é composta por aglomerados
arredondados figura 35, 36,37 e 38.

FIGURA 35- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 5.(AUMENTO:1000X)

¥ Al - >
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FIGURA 36- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 5.(AUMENTO:2400X)
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FIGURA 38- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 5.(AUMENTO:20KX)

Os aglomerados com o precursor de nidbio da amostra 05 visualmente possuem a

superficie menos “aberta” que a amostra 0 e 1 formando aglomerados mais compactados.

4.2.1.4 RESULTADOS DA AMOSTRA 10-200

Aparentemente a amostra aditivada 10-200 tem uma superficie com aglomerados

arredondados e com tamanhos mais uniformes figura 39, 40,41.



104

FIGURA 39- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 10-200.(AUMENTO:1000X)

3
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FIGURA 41- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 10-200.(AUMENTO:5000X)

Observando uma regido com um destes aglomerados com formacao incompleta pode-
se verificar o crescimento das particulas uma sobre as outras de modo que os aglomerados nédo

devem ser ocos, mas porosos devido & unido das particulas primarias figura 42 e 41.

FIGURA 42- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 10-200.(AUMENTO:15KX)

= 3 % A5 "
F ]
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FIGURA 43-FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MEV DA AMOSTRA 10-200.(AUMENTO:20KX)

: .

Em todas as amostras contendo a aditivacdo com nidbio observa-se que o crescimento

das particulas primarias € menor em relacdo a amostra nao aditivada.

4.2.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

4.2.2.1 RESULTADOS DA AMOSTRA 10-200

A amostra 10-200 submetida a microscopia eletrénica de varredura apresentou uma
difracdo de elétrons de area selecionada (SAD ou SAED) caracteristicos de materiais
policristalinos conforme visualizado na figura 44 em que ocorre a formacéo de anéis ou halos
cristalinos.Uma amostra amorfa ndo apresentaria os pontos brilhantes que se pode observar

nos anéis de difracao.
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FIGURA 44- DIFRAGAO DE ELETRONS DE AREA SELECIONADA POR MET DA AMOSTRA 10-
200

Levando-se em conta a solubilidade de fosfatos de calcio e as condi¢Bes da sintese ao
qual partiu de um meio acido onde a fase de hidroxiapatita é instavel, a tendéncia inicial seria
a possivel formacdo de fosfato de calcio amorfo com posterior transformacéo para a fase de
hidroxiapatita durante a realizacéo da sintese.

Desse modo pode-se averiguar pelo resultado que o uso de um tempo longo de sintese
(24 horas) e o pH final adotado permitiu que uma possivel formacdo de fosfato de calcio
amorfo proporcionasse a transformacéo na fase cristalina de hidroxiapatita.

A indexacdo dos halos de difracdo da figura 44 através da medicdo dos seus raios e
utilizando-se da constante da cdmera do microscopio de transmissdo, possibilitou a
averiguacdo de algumas informagdes sobre a cristalinidade do material obtidos sendo estes

dados tabulados na tabela 4.



TABELA 4-INDEXACAO MET
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Tabela 4 — Resultados da Indexacéo através da MET

Distinci Constante da | Distancia Distancia Interplanar do | Planos hkl
istancia
Medi Camera Interplanar padrdo Hidroxiapatita | correspondentes do Padrdo
édia em
Raio Pivel (pixel. calculada d | 501568 Base de Dados | de Hidroxiapatita - 501568
ixels
angstron). (angstrom) Crystmet (angstrom) Base de Dados Crystmet
1 228.90 1224 5.347 5.263 101
) 259.43 1224 4,718 4.716 110
3 355.26 1224 3.445 3.440 002
A 433.59 1224 2.822 2.817 121o0u211l
c 440.37 1224 2.779 2.779 112
6 519.03 1224 2.358 2.358 220
; 568.31 1224 2.153 2.152 1310u3ll

FONTE:AUTOR,2013

Observa-se a correlacdo dos raios medidos do halo de difracdo com a hidroxiapatita da

ficha 501568 da base Crystmet, identificando os respectivos planos cristalogréaficos (Figura

45).

A distancia interplanar de 2.817 angstroms é relacionado aos planos (12 1) e (2 1 1)

sendo este plano o de maior intensidade (I=100) o mesmo ocorrendo com a distancia

interplanar de 2.152 angstroms em que o plano de maior intensidade é o plano (3 1 1) de

intensidade igual a 8.
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FIGURA 45- INDEXAGAO DO HALO SAED DA AMOSTRA 10-200

Na figura 46, uma imagem em alta resolucdo, pode-se observar usando a funcéo de
transformacdo de Fourier no programa Image) que a amostra ndo é totalmente cristalina

apresentando regides amorfas (sem pontos brilhantes) e cristalinas (com pontos brilhantes).
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FIGURA 46- ANALISE DA MICROGRAFIA OBTIDA POR MET DA AMOSTRA 10-200
PG e L S
7.80x7.80 unit (128x1 28] T 5

Na micrografia da figura 47 abaixo se observa visualmente que o aglomerado €
arredondado com diametro equivalente de 189.689 nm. Os resultados no programa ImageJ
apresenta uma circularidade de 0.893 devido a irregularidade da forma e uma convexidade de
0.926 o que indica um s6lido compacto e relativamente regular.

Este aglomerado é composto pela aglomeracdo de outros aglomerados menores que
também possuem o formato arredondado e com pouca formacdo de espagos entre a unido

deles.
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FIGURA 47- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MET DO AGLOMERADO ARREDONDADO

100inm

Na figura 48 observa-se o formato predominante de bastdes cilindricos conhecido na

literatura internacional como rods.

FIGURA 48- FOTOMICROGRAFIA OBTIDA POR MET DE PARTICULAS PRIMARIAS
AGLOMERADAS

100:nm
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4.2.3 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

O valor da rugosidade e sua aplicabilidade no estudo de biomateriais sdo controversos.
Li et al. (2012), concluiram que a rugosidade superficial melhora a adesdo e a proliferacdo
celular enquanto Osathanon et al. (2011),estudando osteoblastos verificaram que o
espalhamento e a proliferacdo é maior em superficies rugosas, mas ndo encontraram
diferencas quanto a adesao celular.

Como ja comentados os valores da rugosidade (Ra) aumentaram em funcéo do tempo
(gréfico da figura 49) e podem ser observados na figura para a amostra 10-200 e isto nos leva
a assumir que a variagdo da rugosidade pode ser controlada em funcdo do tempo da sintese
hidrotérmica e que o tempo de sintese utilizado neste trabalho de 24 horas permitiu obter uma
rugosidade superficial dos aglomerados que poderia influenciar na obtencao dos resultados de

biocompatibilidade.

FIGURA 49- GRAFICO DA RUGOSIDADE X TEMPO MEDIDO ATRAVES AFM

Rugosidade x Tempo de Sintese
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4.2.4 DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULAS

Analises por difracdo a laser e espalhamento de luz foram realizadas a fim de se
caracterizar a distribui¢do de tamanho de particulas das amostras.

4.2.4.1 DIFRACAO A LASER (DL)
4.2.4.1.1 DIFRACAO A LASER (DL) - RESULTADOS PARA A AMOSTRA 0

Como observado na microscopia de transmissdo, os aglomerados sdo compostos pela
unido de pequenos aglomerados das particulas primarias o que dificulta a medi¢do do tamanho
de particulas priméarias sendo que provavelmente os resultados obtidos pela analise
granulométrica por difracdo a laser estejam indicando o tamanho dos aglomerados formados.

A amostra 0 apresentou um tamanho médio de 9.98 pm com D1p=1.49 um Ds5;=9.06
pm e Dgp=19.48 pm.

A distribuicdo granulométrica da frequéncia acumulada abaixo é mostrada na figura 50
do gréfico da distribuicdo granulométrica desta amostra.

FIGURA 50- DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DA FREQUENCIA ACUMULADA DA
AMOSTRAO

Distribuigdo Granulométrica
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A curva de distribuicdo do tamanho de particulas se mostrou unimodal conforme

apresentado no grafico do peso acumulado pelo diametro da particula (figura 51).
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FIGURA 51- CURVA DE DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA DA AMOSTRA 0

A
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Os resultados obtidos desta analise podem ser plotados na tabela 5.

1.0

10.0

Diametro da Particula (um)

TABELA 5-GRANULOMETRIA DA AMOSTRA 0

100.0

TABELA 5 - RESULTADOS DA ANALISE GRANULOMETRICA PARA

AMOSTRA 0
Amostra Moda Dioum | Dggum | Dgg um | Desvio- Span Span
pm Padréo Absoluto Relativo
pm (dgo-d10) (dgo-d10)/dso
0 | 15.00 1.49 9.06 19.48 6.48 17.99 1.98

FONTE: AUTOR,2013.

Quando uma distribuicdo €é estreita os indices absolutos aproximam-se de zero

enquanto os relativos do valor unitario. Uma distribuicdo unimodal pode n&o ser estreita, ou

seja, 0s tamanhos de particulas variam.

Para a amostra 0 o indice span,que mede a largura da distribuicdo,apresentou um span

absoluto de 17.99 e um span relativo de 1.98 o0 que acrescenta ao resultado que a amostra tem

uma distribui¢do unimodal e larga.
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4.2.4.1.2 DIFRACAO A LASER (DL) - RESULTADOS PARA A AMOSTRA 10-200

A amostra 10 apresentou um tamanho médio de 8.45 pm com D1p=0.98 um Dsp=7.33
pm e Dgp=17.69 pm.

A distribuicdo granulométrica da frequéncia acumulada abaixo é mostrada na figura 52
do gréfico.

FIGURA 52- DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DA FREQUENCIA ACUMULADA DA
AMOSTRA 10-200

Distribuicdo Granulométrica

120
<
S

100 10101010 o
-
T
o]
© g0
©
xe]
8 /
g 6
o}
c /
8 4
c
<g /
o 2
LT //,Ar/

///,
0
0,000 0,001 0,010 0,100 1,000
Diametro de Particulas (mm)

A curva de distribuicdo do tamanho de particulas se mostrou unimodal conforme
apresentado no grafico do peso acumulado pelo diametro da particula da figura 53.

FIGURA 53- CURVA DE DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DA AMOSTRA 10-200
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Os resultados obtidos desta analise podem ser plotados na tabela 6.

TABELA 6-GRANULOMETRIA DA AMOSTRA 10-200
TABELA 6 —- RESULTADOS DA ANALISE GRANULOMETRICA PARA
AMOSTRA 10-200

Amostra Moda Dioum | Dggpum | Dggum | Desvio- Span Span
pm Padrdo Absoluto Relativo
pm (dgo-d10) (dgo-10)/dso
0 | 15.00 0.98 7.33 17.69 6.84 17.01 2.28

FONTE: AUTOR,2013.

Para a amostra 10-200 o indice span que mede a largura da distribuicdo apresentou um
span absoluto de 17.01 e um span relativo de 2.28 0 que acrescenta ao resultado que a amostra
tem uma distribui¢do unimodal e larga.

Aparentemente a diferenca de temperatura de 40 °C de sintese entre a amostra 0 e a
amostra 10-200 e a aditivagdo com o precursor de nidbio ndo influenciaram significamente na

distribuicdo dos tamanhos dos aglomerados formados.
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4.2.4.2 TECNICA DE ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (ELD) -
RESULTADOS

A técnica de espalhamento de luz dindmico permite a observacéo da desaglomeracéo e
a medicdo em escala nanométrica. Observando os resultados das amostras 0,1,5 e 10-200
(figuras 54,55,56 e 57) ha com excecdo da amostra 01 a formacdo de uma distribuicdo

unimodal de distribuicdo de tamanho de particula.

FIGURA 54- DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA POR ESPALHAMENTO DE LUZ
DINAMICO PARA A AMOSTRA 0

Size Distribution by Intensity
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FIGURA 55- DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA POR ESPALHAMENTO DE LUZ
DINAMICO PARA A AMOSTRA 1

Size Distribution by Intensity
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FIGURA 56- DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA POR ESPALHAMENTO DE LUZ

1007

Intensity (9%

G0 1
01
401

201

DINAMICO PARA A AMOSTRA 5
Size Distribution by Intensity

01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 4: cinco 1 |

FIGURA 57- DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA POR ESPALHAMENTO DE LUZ
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Os dados obtidos foram sumarizados na tabela 7.

TABELA 7-RESULTADOS DAS AMOSTRAS

TABELA 7-RESULTADOS DA DISTRIBUICAO DE
TAMANHO DE PARTICULAS POR ESPALHAMENTO DE LUZ

Amostra Distribuicdo de Tamanho

de Particula (nm)

0 189.1

1 624.8 e 127.3

5 255
10-200 37.84

FONTE: AUTOR,2013
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Se compararmos com os resultados da analise da difracdo a laser pode-se ter uma
no¢do que se na analise por distribuicdo de particulas por difracdo a laser se esta medindo e
indicando o tamanho médio dos aglomerados, na técnica por espalhamento de luz, apds
desaglomeragdo estamos tendo uma indicagdo dos pequenos aglomerados que compdem um
aglomerado maior como pode ser visto na imagem da figura 58 obtida por microscopia

eletrénica de transmissao.

FIGURA 58- FOTOMICROGRAFIA TEM DA AMOSTRA 10-200 DEMONSTRANDO A
AGLOMERAGAO DE AGLOMERADOS MENORES

; 100 nm

4.3 IDENTIFICACOES DE FASES E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

4.3.1 DRX

A analise por DRX foi realizada com o objetivo de determinar as fases presentes nas

amostras obtidas.
4.3.1.1 RESULTADOS PARA A DIFRAC}AO RAIOS X PARA A AMOSTRA 0

A primeira etapa para 0 uso da técnica de difracdo de raios X foi para identificar
qualitativamente a formacdo de ortofosfatos de calcio durante a sintese hidrotermal com
especial atencdo a obtencdo da fase de hidroxiapatita.

A amostra 0 apresentou o difratograma da figura 59.
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FIGURA 59- DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DA AMOSTRA0
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Utilizando-se o banco de dados do International Center for Diffraction Data Powder
Diffraction File (ICDD-PDF-2), e Crystallography Open Database (COD), a concordancia
com a maior figura de mérito (FOM) foram a ficha COD 96-900-2214 e PDF-2 01-072-1243

indicando a formacéo da fase de hidroxiapatita como fase principal como visto na figura 60.
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FIGURA 60- DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X COMPARATIVOS DA AMOSTRA 0 COM PADROES

COD 96-900-2214 E PDF-2 01-072-1243
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Nota-se nesta tabela a presenca de algumas fases ndo estequiométricas que podem

indicar a presenca de substituicdes durante a sintese principalmente devido a presenca de
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carbonatos. Esta confirmacdo sera discutida na andlise por espectroscopia na regido do

infravermelho.

4.3.1.2 RESULTADOS PARA A DIFRACAO RAIOS X PARA A AMOSTRA 1

O difratograma da amostra 1 esta representado na figura 61.

FIGURA 61 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DA AMOSTRA 1
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1000
950
900
G50
G500
750
00
E50
GO0
550
00
450
400
350
300
250
200
150
100
a0

Experimental pattern: Amostra 1

Comparando-se se utilizando o banco de dados PDF-2 e COD, a concordancia com a
maior figura de mérito (FOM) foram o padrdo COD 96-900-2214 e PDF-2 01-074-0565

indicando a formacéo da fase de hidroxiapatita como fase principal como visto na figura 62.
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FIGURA 62-DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X COMPARATIVO DA AMOSTRA 1 COM PADROES
COD 96-900-2214 E PDF-2 01-074-0565
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Outros padrdes relacionados a analise qualitativa e que estdo concordantes ao

difratograma obtido podem ser vistos no quadro 12.
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QUADRO 12
RESULTADOS DAS FICHAS JCPDS PARA A AMOSTRA 1
Fase —Férmula Molecular Ficha COD
Hidroxiapatita 96-900-2215
Cas H;013P3
Apatita-(CaOH) 96-901-0051
Cas H;013P3
Hidroxiapatita 96-901-1092
Cas HO 3P
Hidroxiapatita 96-901-1093
Cas HO 3P
Hidroxiapatita 96-901-1094
Cas HO 3P
Ficha PDF-2
Hidroxiapatita 01-089-6438
Cay. 868(PO4)5.585(OH)4.006
Hidroxiapatita 01-089-6440
Cao. 084(PO4)s5.04(OH)3.30
Hidroxiapatita 01-074-0566
Cay0(PO4)s (OH)
Hidroxiapatita 01-086-1203
Cay. 04(PO4)s(OH) 168
Hidroxiapatita 01-084-1998
Cas(PO,)3(OH)

FONTE:AUTOR,2013

4.3.1.3 RESULTADOS PARA A DIFRACAO RAIOS X PARA A AMOSTRA 5

A amostra 5 apresenta o difratograma da figura 63 e quando comparado com as bases
de dados apresentou concordancia com a ficha 96-900-2214 da base de dados COD e ficha
PDF-2 01-084-1998 indicando a formacé&o da fase de hidroxiapatita como fase principal como
visto na figura 64.

Outros padrdes relacionados a analise qualitativa e que estdo concordantes ao

difratograma obtido podem ser vistos no quadro 13.
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QUADRO 13
RESULTADOS DAS FICHAS JCPDS PARA A AMOSTRA 5

Fase — Formula Molecular Ficha COD
Hidroxiapatita 96-900-1234

CasHO5P;
Monetita 96-900-7620

CayH4016P4
Hidroxiapatita 96-900-2214

CasHO;3P3
Hidroxiapatita 96-901-3628

CasHO5P;
Hidroxiapatita 96-901-3628

CasH;013P3

Ficha PDF-2
Hidroxiapatita 01-086-1199
Cay. 74(PO4)6(OH)2.08
Hidroxiapatita 01-089-6437
Cao. 042(POs)s.952(OH)2.202
Hidroxiapatita 01-089-6439
Cayg. 132(PO4)s5.958(OH)3 258
Hidroxiapatita 01-086-1203
Cay. 04(PO4)6(OH) 168

Hidroxiapatita 01-072-1243

Cayo(PO46(OH),

Fonte: Autor,2013
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FIGURA 63- DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DA AMOSTRA 5
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FIGURA 64 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS X COMPARATIVO DA AMOSTRA 5 COM PADROES
COD 96-900-2214 E PDF-2 01-084-1998
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4.4.1.4 RESULTADOS PARA A DIFRACAO RAIOS X PARA A AMOSTRA 10-200

A amostra 10-200 apresenta concordancia com a ficha COD 96-900-2214 e PDF-2 00-
024-0033 indicando a formacdo da fase de hidroxiapatita como fase principal como visto na
figura 65 e 66.

FIGURA 65- DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DA AMOSTRA 10-200
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FIGURA 66 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS X COMPARATIVO DA AMOSTRA 10-200 COM

PADROES COD 96-900-2214 E PDF-2 00-024-0033
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Outros padrdes relacionados a analise qualitativa e que estdo concordantes ao

difratograma obtido podem ser vistos no quadro 14.
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QUADRO 14
RESULTADOS DAS FICHAS JCPDS PARA A AMOSTRA 10-200
Fase-Formula Molecular Ficha COD
Hidroxiapatita 96-101-1243
CasHO3P;
Hidroxiapatita 96-900-2217
Ca5H,043P5
Apatita-(CaOH) 96-901-0053
CasH;013P3
Hidroxiapatita 96-901-3628
CasHO3P;
Hidroxiapatita 96-900-3549
CaSHl. 44013.012P2.928
Ficha PDF-2
Hidroxiapatita 01-076-0694
Cas(PO,)s0H
Hidroxiapatita 00-046-0905
CagHPO,4(PO,)sOH
Hidroxiapatita 01-073-1731
Cas(PO,)3(0OH)
Fosfato de Célcio Hidratado 00-018-0303
Caz(P0O,),*xH,0
Hidroxiapatita 00-009-0432
Cas(PO,)3(OH)

FONTE: AUTOR,2013

Entre as possiveis fases presentes na amostra 10-200,a analise do grupo HPO4* na
espectroscopia no infravermelho ndo esteve presente e a presenca dos grupos OH™ nas
amostram descartam a fase de fosfato de calcio hidratado.

Na segunda etapa da andlise dos difratogramas foi avaliada a presenca de fases
secundarias especialmente aquelas relacionadas a compostos contendo niébio.

Ao avaliar os difratogramas de raios X da amostra aditivada 10-200 com o precursor de
nidbio podemos observar algumas diferencas nos picos formados & medida que se aumenta a
concentracdo do precursor de nidbio, e sendo esta a amostra mais concentrada, nota-se a
formagéo de algumas fases néo concordantes (flechas na figura 67) com a ficha JCPDS 01-

072-1243 utilizada e correlacionada com a fase de hidroxiapatita.




130

FIGURA 67 - DIFRATOGRAMA DA AMOSTRA 10-200 COMPARADOS COM
DIFRATOGRAMAS GERADOS PELA FICHA PDF-2 01-072-1243 MOSTRANDO OS PICOS NAO
CORRELACIONADOS COM A FASE DE HIDROXIAPATITA DA AMOSTRA 10-200

Peak List

A

["ZTheta]

Os picos ndo identificados nas amostras foram comparados qualitativamente com
outros padrdes JCPDS de possiveis fases contendo célcio, fosforo e niébio a fim de tentar
identificar estas fases.

Estes picos correspondem ao angulo 20 de 14.9975°, 24.4390°, 27.4042°, 30.1560° e
36.0377°.

Inicialmente a comparacdo foi realizada com compostos contendo calcio e fdsforo
conforme a figura 68 e utilizando a ficha PDF-2 00-024-0033 da hidroxiapatita.
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FIGURA 68 — DIFRATOGRAMA DE RAIOS X COMPARATIVO PARA IDENTIFICACAO DE
FASES DA AMOSTRA 10-200 COM DIFRATOGRAMAS GERADOS PELAS FICHAS PDF-2: 00-002-
1351,00-003-0421,00-018,0303 E 00-024-0033.

10-200
OO Ca R ol — ‘
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[2Theta]

A correlagdo com os picos desconhecidos com os compostos CaH,P,0-, ficha PDF-2
00-003-0421, pode ser descartada devido a ndo presenca de grupos pirofosfato na analise por
espectroscopia por infravermelho para esta amostra 10-200.

A formacdo do fosfato tricalcico Caz(PQ,),, ficha PDF-2 00-018-0303, também néo
mostrou correlacdo enquanto a fase monetita mostra alguma correlacdo dos picos e isto pode
ser possivel devido ao mecanismo de formacéo da hidroxiapatita nesta sintese.

Em seguida nova comparacdo qualitativa agora com compostos relacionados ao niébio
e apesar de alguns mostrarem correlacdo com os picos procurados, todos estes compostos
apresentam o niobio(V) em outro estado de oxidagdo o que devido a composicéo da sintese

hidrotermal torna pouco provavel que tenha ocorrido a reducéo do niébio (V).
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FIGURA 69 —- DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X COMPARATIVO PARA IDENTIFICAGCAO DE
FASES DA AMOSTRA 10-200 COM DIFRATOGRAMAS GERADOS PELAS FICHAS PDF-2 DA
AMOSTRA 10-200 COM COMPOSTOS DE NIOBIO: 00-024-0033,01-089-1718,00-016-0734,01-082-
1141,01-089-8456 E 00-047-1668.
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A comparagdo seguinte foi realizada pesquisando os 6xidos de niébio conforme visto
na (figura 70).
Pode-se verificar uma melhor aproximacdo com estas fases e 0s picos nao

identificados.
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FIGURA 70 —- DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X COMPARATIVOS PARA IDENTIFICAGCAO DE
FASES DA AMOSTRA 10-200 COM DIFRATOGRAMAS GERADOS PELAS FICHAS PDF-2 DA
AMOSTRA 10-200 COM OXIDOS DE NIOBIO: 00-024-0033,00-015-0553,01-071-2406,00-031-0228,00-
049-0911 E 01-081-0841.
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O quadro 15 nos mostra um resumo das possiveis fases nestes picos ndo identificados

com a fase de hidroxiapatita.
QUADRO 15

QUADRO 15- POSSIVEIS FASES CORRELACIONADAS

~20

Composto

14.99

01-078-1050
01-089-8456
00-031-0288

Ca 75Nb3Oq
Ca(Nb204)
CazN b208-x

24.43

01-078-1415
00-015-0553
00-016-0734
00-026-0885
01-082-1141
01-080-2493

CaNby(P4043)(P,07)O
CazNb,0g

Nb1,029

Nb,Os

NbO,

Nb,Os

01-0898456 Ca(Nb,0y)

27.40

01-078-1415
01-081-0752
01-078-1050
01-089-8546

CaNb,(P4013)(P,07)0
Ca(P,Nb,011)

Ca 7sNb30s
Ca(Nb,0y)

30.15

01-78-1415 CaNDb,(P,013)(P,07)0

00-002-1351 CaHPO,
00-016-0734 Nb;,049
00-026-0885 Nb20s
01-080-2493 Nb205

01-089-8456
00-031-0288

Ca(N b204)
CazNb,Og

36.03

01-081-0752
00-002-1351
00-003-0421
00-015-0553
00-016-0734
00-026-0885
01-082-1141
01-080-2493
01-089-8456
01-071-2406
00-031-0288
00-049-0911
00-039-0915

Ca(P;Nb,04;)
CaHPO,
CaH,P,0,
CazNb,0Og
Nb12029
Nb,Os

NbO,

Nb,Os
Ca(Nb,0,)
CaNb,Os
CazNb,Og.«
NbO,
HCa,Nb;04*1.5H,0
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A formacdo do pentoxido de nidbio, Nb,Os estd coerente com o trabalho de Jehgn e
Wachs (1991), sobre o comportamento dos compostos de niébio em solugdo aquosa em que as
espeécies ibnicas de oxalato de nidbio formam o pentoxido de nidbio hidratado, Nb,Os. nH,0,
em solucgdes &cidas acima de 3.0, condic¢Bes que sdo satisfeitas pelo uso do precursor e pelo
pH da sintese.

Outros compostos possiveis em fungdo dos grupos funcionais presentes na solucéo
seriam o oxalato de célcio, Ca,CQOy, e que apresenta picos nestas regides, mas a analise por
espectroscopia no infravermelho ndo apresentou bandas caracteristicas do grupo oxalato em
torno de 1680,1629 cm™ para v assimétrica (COO); 1380, 1304 cm™ para v simétrica (COO) e
800-700 cm™ para 8(0-C-0) assim como o citrato de célcio.

A dificuldade em se identificar compsotos de nidbio requer as vezes para novos
materiais que se utilize de informacgdes relacionadas ao tantalo,elemento que possui
similariedade com o nidbio,para a correta identificacdo do material obtido.Liu et.al (2010)
trabalhando hidrotérmicamente com pentéxido de niébio em meio alcalino com aménia
obtiveram um material dificil de ser identificado, 0 H2(H,O)Nb,Og e para a identificacdo
recorreram a ficha JCPDS No. 74-655 correspondente ao H,(H,0)Ta,O¢ visto que este
material também possui picos de difracdo nestes angulos 26 assim como os obtidos neste
trabalho.

Na secdo sobre a analise do comportamento térmico das amostras,a amostra 10-200 foi
submetida a sinterizacdo em uma temperatura de 1000°C de modo a estabelecer uma tentativa
em esclarecer os picos de difracdo ndo identificados e observou-se que alguns picos
continuaram a aparecer especialmente na regido de 20 entre 36-37° e 27-30° .Analisando o
quadro 14 os compostos Nb,Os e CasNb,Og.x aparecem como ser 0S mais viaveis como as

fases ndo correspondentes aos picos.
4.4.1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO GERAIS

A técnica de difracdo de raios X permite obter dados que podem fornecer informacdes
Uteis a caracterizacdo do material.

Como visto nos resultados posteriores a adicdo do precursor de ions niébio (V)
influencia na formacdo de fases visto que a amostra mais concentrada apresenta uma

quantidade maior de fases ndo identificadas.
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Na figura 71 correspondente aos difratogramas de raios X de todas as amostras pode-se
visualizar os principais picos ndo identificados como fases de hidroxiapatita nas amostras 5 e
10-200 nas flechas indicativas.

Com isso,podemos ter uma clara indicag&o que o aumento da aditivacdo tenha causado
0 surgimento de fases secundarias provavelmente de pentoxido de niébio como visto na

analise por difracéo de raios X.

FIGURA 71- DIFRATOGRAMAS DAS AMOSTRAS OBTIDAS RELACIONANDO ALGUNS PICOS
NAO CORRESPONDENTES A FASE DE HIDROXIAPATITA: AMOSTRA 10-200 (PARTE
SUPERIOR),AMOSTRA 5,AMOSTRA 1 E AMOSTRA 0 (PARTE INFERIOR)
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Na figura 72 a simulagdo do difratograma da amostra 1 com o padrédo PDF-2 01-072-
1243 pode-se observa-se a concordancia dos picos e 0 ndo aparecimento de picos das fases da

figura 71 o que sugere uma melhor incorporacao dos ions niobio (V) nesta amostra.
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FIGURA 72-DIFRATOGRAMA DA AMOSTRA 1 COM DIFRATOGRAMA GERADO PELA
FICHA PDF-2: 01-072-1243 E COMPARAGAO PARA IDENTIFICAGCAO DE FASES DA AMOSTRA.
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A amostra 1 € a que possui a menor aditivacao e é plausivel que ions Nb(V) poderiam
se incorporar na estrutura da hidroxiapatita em uma substitui¢do intersticial sem a formacao
de compostos derivados do nidbio.

Tamai e Isama (2007), como jé citado sugerem que o monémero anidnico HsNbOg™> é
mais favoravel & incorporagdo substitucional na hidroxiapatita nas posicdes do grupo PO,*
devido a semelhanca nos raios idnicos e a estabilidade eletrénica, mas levando-se em conta o
pH da sintese utilizado neste trabalho e a literatura disponivel também ja citada, o
[NbO2(OH),]? seria uma explicacdo plausivel para uma possivel substituicio em grupos
fosfatos assim como ocorre em substituicdes com grupos carbonato mas conforme a literatura
citada neste trabalho a complexidade da quimica em solugdo aquosa dos ions nidbio com a
possibilidade de diversas espécies quimicas dificulta a interpretacdo dos resultados.

A partir dos difratogramas obtidos pode-se conseguir algumas informagdes sobre uma
amostra além da confirmagcao das fases presentes.

Em relacdo ao efeito das substituicdes e incorporagfes idnicas na estrutura da
hidroxiapatita,alguns autores costumam calcular o tamanho dos cristalitos em hidroxiapatitas

substituidas usando a equacgédo de Scherrer, e a partir dos dados obtidos nos difratogramas
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avaliar a influéncia do dopante, pois dependendo do raio atdbmico do elemento da dopagem,o
tamanho do cristalito pode aumentar ou diminuir e demonstrar que o elemento de dopagem
esta influenciando no crescimento do cristal.

Xia et al. (2010), citam que o tamanho médio do cristalito diminui significamente com
a adicdo de estroncio, fluor e silicio na hidroxiapatita e justifica a importancia de se analisar
este parametro em hidroxiapatitas substituidas assim como os pardmetros da rede cristalina.

Os resultados do tamanho médio do cristalito para este trabalho estdo tabulados na
tabela 8.

Os calculos foram realizados com auxilio do programa XPowder utilizando a funcao
para célculo do tamanho do cristalito ,conforme exemplo mostrado na figura 73 para a

amostra 10-200 e o pico de maior intensidade.

FIGURA 73-ESTIMATIVA DO TAMANHO MEDIO DO CRISTALITO UTILIZANDO O PROGRAMA
XPOWDER

Experimental FlafHM= 05300
sl abed F'HM Alphal Corrected= 0,924
True FHM= 0,871
Irteqral bpeadth= 1.076"
[neglects strain]
z,3 nm[neglects strain)

Inteqral Calegunts=

)

0 A 2 wh

Ditference * M, #‘”w
—WW."MWWWLW

Sample; YCGOR0S_
Scherrer = IO

TABELA 8-TAMANHO MEDIO DO CRISTALITO
TABELA 8 - RESULTADOS DO TAMANHO MEDIO DO

CRISTALITO
Amostra (L) Tamanho Médio
Cristalito (nm)
0 10.6
1 10.6
5 10.3
10-200 9.6

FONTE: AUTOR,2013
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Portanto ndo ha praticamente uma diferenga consideravel no tamanho médio dos
cristalitos em funcéo da adi¢do da dopagem com o precursor de nidbio (V) nas concentracdes
utilizadas nesta dissertacdo apesar da diminuicdo em 1 nm com a amostra mais aditivada, 10-
200 em relacdo a amostra pura sendo necessario um aumento na concentracdo da aditivacao

para confirmar este efeito.

4.3.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER (I1V-TF)

A analise espectroscopica IV-TF foi feita com objetivo de confirmar as fases
identificadas na analise por DRX através da analise dos grupos funcionais identificados.

Os principais grupos funcionais presentes em ortofosfatos de calcio e compostos de
nidbio estdo tabulados no quadro 16.

Estes valores serviram para a analise da caracterizagdo por espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier realizadas nas amostras.

QUADRO 16

QUADRO 16 — TABULACAO DE DADOS DA LITERATURA DE ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Ortofosfatos de Calcio

Grupo Funcional Bandas Referéncias!'H 1121410
PO, (v1) estiramento 960 (a) Ainaetal. (2013)
961-963 (b) Pandaet al. (2003)
PO, (v2) dobramento 430 @
471
PO, (v3) dobramento ~1050 ~1090 @ (a)
1031-1038 e 1092-1096 ®
PO, (v4) dobramento ~570, ~610 e 630 @ (a)
566,604 ©
CO; (V1) ~1050 ~1090 (@)
CO; (V2) ~870-880 (@)
CO; substituicdo tipo A 1544 e 879 (c) Yoshimura (2009)
COjs substituicdo tipo B 1451,1420 e 874 (c)
OH estiramento 3744 (b)
OH vibracional 635 633 632 633 (b)
OH estrutural 3431-3572 (d)Singh (2012)
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OH translacional 342 €Markovic (2004)

HPO, 875 larga e fraca (e)

H,0 adsorvida 3430-3440 e 1645-1650 (b)

Nidbio
Nb=0, Nb-O do a-Nb,Os 478, 295 McDevit e Baun (1964)
Nb=0, Nb-O do A-Nb,Os 575, 455 (forte), 357
Nb=0, Nb-O e O-C=0 v(Nb=0) 889,886 Medeiros et al.(2006)
3(0-C=0) + v(Nb-O) 479
v(Nb-O) 540, 807, 826,
691,499

Fonte:Autor,2013

4.3.2.1 RESULTADOS DA ESPECTROCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO PARA A AMOSTRA O

Os resultados da caracterizacdo por espectroscopia de absorc¢do do infravermelho da
amostra ndo aditivada 0 mostrou os principais modos de absorcdo caracteristicos da
hidroxiapatita, representados pelas bandas com namero de onda em 3568, 3416, 1572, 1454,
1422, 1034, 960.6, 873.8, 603.7, 567.1 e 347.2 cm™ conforme visto na figura 74.

FIGURA 74- ESPECTRO INFRAVERMELHO DA AMOSTRA 0
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Estas bandas foram analisadas em funcéo do quadro 16. A banda em 3568 cm™ foi

atribuida ao grupo hidroxila OH estrutural, 3416 cm™ a presenca de H,O, 1572 cm™ a
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substituicdo do grupo OH por um grupo COs* 1454,1422 e 873.8 cm™ atribuido ao grupo
carbonato CO3;% que esta provavelemente substituindo grupos fosfatos PO,* enquanto em
1034 cm™ foram atribuidas ao grupo PO,> no modo dobramento v3, em 960.6 cm™ ao grupo
PO,> estiramento v1, em 603.7 cm™ao grupo PO,* modo dobramento v4, em 567.1 cm™ a0

grupo PO,> modo dobramento v4 e a 347.2 cm™ ao grupo hidroxila.

4.3.2.2 RESULTADOS DA ESPECTROCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO PARA A AMOSTRA 1

Os resultados da caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho da amostra
aditivada 1 mostrou os principais modos de absorcdo caracteristicos da hidroxiapatita e
praticamente 0 mesmo resultado que a amostra ndo aditivada 0 provavelmente devido a baixa
guantidade de aditivacdo. Observou-se na figura 75 bandas com numero de onda em 3566,
3424, 1568, 1454, 1418, 1045, 1028, 960.6, 873.8, 603,7, 567.1 e 468.7 cm™.

Estas bandas foram analisadas em funcéo do quadro 16 sendo a banda em 3566 cm™
assinalada ao grupo hidroxila OH" estrutural, 3424 cm™ a presenca de H,0, 1454 e 1418 cm™
atribuido & substituicdo tipo B do grupo carbonato COs*, a 1045 e 1028 cm™ ao grupo PO4*
no modo dobramento v3, em 960.6 cm™ ao grupo PO,* estiramento v1, em 603.7 cm™ ao
grupo PO,* modo dobramento v4, em 567.1 cm™ a0 grupo PO,> modo dobramento v4 e uma
banda em 472.6 cm™ ao grupo PO,* (v2) dobramento.

Uma banda em 1568 cm™ indica a substituicdo do grupo hidroxila OH™ pelo grupo
carbonato COs* de modo que provavelmente tenha ocorrido uma substituicéo do tipo AB na

rede cristalina das amostras.
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FIGURA 75- ESPECTRO INFRAVERMELHO DA AMOSTRA 1
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A substituicdo do tipo AB provoca uma diminuigdo da cristalinidade das amostras e
alteracdes nos parametros cristalinos da amostra.Xiao e et.al (2008) estudando hidroxiapatita
nanocarbonatadas obtidas por sintese hidrotérmica,creditam ao fons carbonato CO3* 0
aumento do parametro de rede a e a diminuicdo do parametro de rede ¢ quando ocorre a
substituicdo do tipo A e a diminuicdo do parametro de rede a e 0 aumento do parametro de
rede ¢ quando da substituicdo do tipo B pelo fato do comprimento da ligacdo P-O ser menor
que o comprimento da ligagéo C-O.

4.3.2.3 RESULTADOS DA ESPECTROCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO PARA A AMOSTRA 5

Os resultados da caracterizacdo por espectroscopia de absor¢do do infravermelho da
amostra aditivada 05 mostrou os principais modos de absorcdo caracteristicos da
hidroxiapatita,  representados pelas bandas com nimero de onda em
3426,1614,1447,1317,1036, 873.8,779.2, 601.8, 567.1 e 401.2 cm™ conforme visto na figura
76.

Estas bandas foram analisadas em funcéo da tabela. A banda em 3426 cm™ e a 1614
cm™ indicam &gua adsorvida na superficie, em 1447 cm™ atribuido & substituicdo tipo B do
grupo carbonato CO3%, a 1036 cm™ ao grupo PO,* no modo dobramento (v3), em 601.8 cm™
ao grupo PO,> modo dobramento (v4), em 567.1 cm™ ao grupo PO,* modo dobramento (v4)

e uma banda em 401.2 cm™ ao grupo PO,> (v2) dobramento. As bandas em 873.6 e 1317 cm’
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! s30 atribuidas ao grupo carbonato enquanto a ligacdo Nb-O é encontrada em 779.2 cm™ que

ndo foi encontrada na amostra 1.

FIGURA 76 - ESPECTRO INFRAVERMELHO DA AMOSTRA 5
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4.3.2.4 RESULTADOS DA ESPECTROCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO PARA A AMOSTRA 10-200

Os resultados da caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho da amostra
aditivada 10-200, (figura 77), a mais concentrada com o precursor de ni6bio, mostrou 0s
principais modos de absorcdo caracteristicos da hidroxiapatita, representados pelas bandas
com numero de onda em 3568, 3422, 1572,1454,1416, 1315, 1040, 960.5, 875.7, 779.2,
603.7, 567.1 e 472.6 cm™.
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FIGURA 77- ESPECTRO INFRAVERMELHO DA AMOSTRA 10-200
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Estas bandas foram analisadas em funcéo da tabela assinalando a banda em 3568 cm™
ao grupo hidroxila OH" estrutural, 3422 cm™ a presenca de H,0,1454 e 1416 cm™ atribuido &
substituicdo tipo B do grupo carbonato COs*, a 1040 cm™ ao grupo PO,> no modo
dobramento v3, em 960.5 cm™ ao grupo PO,> estiramento v1, em 603.7 cm™ a0 grupo PO,
modo dobramento v4, em 567.1 cm™ ao grupo PO, modo dobramento v4 e uma banda em
472.6 cm™ ao grupo PO,> (v2) dobramento.

Outras bandas s&o assinaladas a substituicdo do grupo carbonato tipo A em 1572 cm™,
uma banda em 1315 cm™ devido a ligagdo C-O provavelmente do grupo CO3?".

A presenca de grupos carbonatos e bandas caracteristicas da substituicdo do tipo A e B
indica que grupos hidroxila e fosfatos,respectivamente,estdo sendo substituidos por grupos
COs? e este fato pode ser atribuido a decomposicéo da ureia e dos grupos citrato e oxalato.

Devido a sua caracteristica polimérfica o pentdxido de nidbio apresenta diversas
estruturas cristalinas dependendo da temperatura sendo habitualmente designadas por letras. A
banda na regido de 779 cm™ comecou a surgir a partir das amostras aditivadas 5 e 10-200 e
ndo puderam ser assinaladas em funcéo do quadro 16 mas no entanto Macek e Orel (1997),
atribuiram a essa faixa de absorcdo a ligagdo Nb-O no modo estiramento do pentoxido de
niobio mas ndo distinguindo entre as fases cristalinas TT-, T- e H- do Nb,Os.

A fase amorfa é estavel a temperatura ambiente entretanto a temperaturas acima de
300°C ocorre a transformacéo para a fase TT- e como a temperatura de sintese hidrotérmica

adotada foi de 160 e 200°C, possivelmente tenha se obtido em virtude das condig¢oes
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hidrotérmicas de pressdo e temperatura, nas amostras 5 e 10-200,a formacéo da fase cristalina
do pentdxido de nidbio.

Além disso,ndo foi possivel assinalar bandas de absor¢do para a ligacdo Nb=O
utilizando-se a comparagdo com os valores citados na literatura e isto pode ser possivel devido
ao fato das bandas destas regides situarem-se na mesma regido dos grupos fosfatos da
hidroxiapatita.

As bandas de absorcdo préximas a 875 cm™ foram analisadas apés o tratamento
térmico das amostras pois sabe-se que a presenca de grupos HPO,* na estrutura podera
originar a hidroxiapatita deficiente em célcio conhecida como fosfatos de calcio amorfos
(CDHA),sendo estes compostos metaestaveis em solugdes aquosas que podem transformar-se
em hidroxiapatita dependendo das condicBes da sintese empregada. As férmulas estruturais

sdo:

Calo-X(HPO4)X(PO4)6.X(OH)z-x(Hzo)X quando x<le Cag.x(HPO4)1+2X(PO4)5-2X (OH)
2H,0 se x<1.

Quando submetidos a temperaturas acima de 200 °C, os grupos HPO,* transformam-se
no grupo pirofosfato P,O;* e, além disto, a hidroxiapatita deficiente em célcio sofre a
transformacéo para fosfato tricalcico a 650 °C seguindo 0 mecanismo da reagdo 9:
2 HPO,* = P,0,* + H,0
P,0;" + 20H = 2P0O;" + H,0
Cayox(HPO4)X(PO4)s-x(OH)2x = (1-X) Ca10(PO4)s(OH), + (3x)Caz(PO4), + xH,0
Reacdo 9

O uso do MAP como precursor de fésforo poderia originar fosfatos de célcio como a
CDHA devido a dissociacdo do sal em solugdo aquosa que libera os ions HPOy,,

Como visto nos espectrogramas a 800 e 1000 °C comparados com a amostra mais
aditivada 10-200 ainda hé a presenca da banda na regido de 873.8 cm™ mesmo depois do
tratamento térmico o que sugere a ndo presenca dos grupos HPO, e sua transformacdo para
grupos pirofosfato P,O;* e assim evidencia-se a uma possivel banda de carbonato (CO3)?
nesta banda de absorcao.

Outro informacdo que se consegue extrair é a posicdo dos grupos fosfatos PO,>
proximos a 960 cm™ j& que normalmente o fosfato de célcio amorfo reduz para 950 cm™ a

posicao deste grupo, (figura 78).
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A formacao do fosfato de octacéalcio (OCP), Cag(HPQ4)2(PO4)4.5H,0, também segue o
mesmo raciocinio do exposto acima,sendo que Chen et.al (2010) trabalhando também com a
decomposicdo da ureia para precipitacdo da hidroxiapatita citam as reacfes de transformacao

do OCP em hidroxiapatita:

8Ca?* + 8HPO,*+ 5H,0 > CagH2(PO4)s(H20)s|+2H3PO,
CagHz(PO4)6(H20)5 + 8H,0 > 4C&10(PO4)5(OH)2¢+6H3PO4
Reacéo 10

Isto sugere que se esta formacgdo de compostos metaestaveis ocorreu durante a sintese
hidrotermal, eles sofreram transformacao completa para a fase de hidroxiapatita.

Outra informacdo obtida desta comparacdo € o aumento da cristalinidade das amostras
tratadas termicamente observado pelo deslocamento da banda em 958 cm™ para 962 cm™ do
grupo fosfato da amostra 10-200 submetida a calcinacdo a 1000°C além dos aumentos da
resolugdo dos picos de hidroxila na regido de 3500-3600 cm™,0 surgimento do triplete na
regido de 570-635 cm™ e o deslocamento da banda da ligagdo Nb-O para 798.5 cm™ como
observado na figura 78.

A importancia em se controlar a cristalinidade da amostra depende do tipo de
aplicacdo,Sanosh et.al (2009) relatam que aplicacBes odontoldgicas exigem hidroxiapatitas
mais cristalinas devido o aumento da resisténcia quimica as diferentes variacdes do pH na
boca e a baixa reabsorbilidade enquanto amostras mais amorfas sdo mais adequadas quando

ha exigéncia de osteointegracdo como em implantes ortopédicos.
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FIGURA 78 - ESPECTRO INFRAVERMELHO COMPARATIVO DA AMOSTRA 10-200 EM FUNGCAO
DA TEMPERATURA
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Observa-se gque as bandas de absorcéo na regido do infravermelho em 1422 e 875
cm™ correspondentes aos grupos carbonato COz? diminuem apdés a calcinacdo nas
temperaturas de 800 e 1000°C.
A presenca de grupo carbonatos em todas as amostras pode ser considerada
benéfica se considerarmos que a hidroxiapatita bioldgica possui de 2-8 % em peso em sua
estrutura 0 que aumentaria a biocompatibilidade de amostras de hidroxiapatita carbonatadas

mas também deve-se considerar que a presenca de grupos carbonatados diminui a solubilidade
da hidroxiapatita.

4.3.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A analise espectroscépica de espalhamento Raman foi realizada com o objetivo de
confirmar as fases identificadas na analise por DRX através da analise dos grupos funcionais
identificados nos espectrogramas Raman.

O espectro Raman caracteristico da hidroxiapatita apresenta essencialmente quatro
bandas de espalhamento sendo que a presenca de um pico forte entre 960-963 cm™ esta

associada ao estiramento simétrico v; do tetraedro PO, e caracteriza a presenca da fase de
hidroxiapatita.
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O modo vibracional v; é associado ao modo triplo degenerado do estiramento
assimétrico e o0 modo vibracional de dobramento v, é relacionado a tripla degeneracdo da
ligacdo O-P-O enquanto o modo vibracional de dobramento v, a dupla degeneracéo da ligacéo
O-P-O enquanto picos entre 50 a 320 cm ™' podem ser relacionados aos modos translacionais
do fon Ca®* e modos rotacionais e vibracio da rede do PO,

Nos 6Oxidos de nidbio (V) as bandas entre 900 a 1200 cm-1 correspondem ao modo de
vibracdo de estiramento das ligacdes terminais de Nb=0O.Na regido de 850-880 cm™ é
atribuida as ligagdes Nb-O-Nb entre grupos NbOg ligados pelo vértice.

A forma polimérfica B-Nb,Os como visto na tabela apresenta a maior intensidade em
760 cm™ o que a difere de outros compostos de niébio.

Para a andlise dos picos apresentados na espectroscopia Raman, tabulou-se dados
obtidos da literatura para a hidroxiapatita e compostos de nidbio que estdo apresentados no
quadro 17.
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QUADRO 17- TABULACAO DE DADOS DA LITERATURA DE ESPECTROSCOPIA RAMAN

Material Bandas (cm-1) Grupo Referéncia®"#1*%
Funcional 123]
Hidroxiapatita 422-454 PO, " v, Khan et al. (2013)
Biolégica no Osso 568617 PO, > vy
957-962 PO, vy

1003-1005 HPO, > vs

1006-1055 PO, vy

1065-1071 CO;°
Solugbes  Aguosas 918- 932-943 Nb-O estiramento Jehng e Wachs

de Oxalato de
Niobio

(1991)

Oxido de Nidbio (H-
NDb,Os)

N-Nb,Os

B-Nb,Os

260 (dupleto forte),232
(forte),204(médio),350,470,55
0 (fraco),625(dupleto forte),
670(medio),850 (fraco),883
(dupleto médio) e 995 (forte)

995 (forte), 885 (médio),
670(médio), 618 (forte), 550
(fraco), 485(fraco), 350 (fraco),
260 (forte), 220 (médio).

935 (forte). 760 (forte), 625
(médio), 605 (médio), 550
(forte), 475 (médio). 450
(médio), 370 (forte), 260
(dupleto forte), 200 (forte).

Rao et.al. (1976)

FONTE:AUTOR,2013
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4.3.3.1 RESULTADOS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA A AMOSTRA 0

A amostra 0 que é ndo aditivada apresentou picos principais em 434 cm™ devido ao
modo v, do grupo PO, *,em 587 cm™ devido ao modo v, do grupo PO, *,963 cm™ devido ao
modo vy do grupo PO, e 1048 cm™ devido ao modo v do grupo PO, .

O espectro obtido é mostrado na figura 79 sendo o pico de maior intensidade a 963 cm’

! caracteristico da hidroxiapatita.

FIGURA 79 - ESPECTRO RAMAN DA AMOSTRA 0
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4.3.3.2 RESULTADOS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA A AMOSTRA 1

A amostra 1 é a que apresenta a menor aditivacdo com o precursor de nidbio e teve
picos identificados em 270, 438 , 587, 960 e 1073 cm™ na figura 80 . Levando em conta
a tabela para analise pode-se associar o pico em 438 cm™ devido ao modo v, do grupo PO, >,
em 587 cm™devido ao modo v, do grupo PO, e 960 cm™ devido ao modo v; do grupo PO,
sendo este o pico de maior intensidade o que caracteriza ainda a hidroxiapatita como fase
principal. Em 1073 cm™ a literatura consultada indica a presenca de carbonatos devido
ao modo vy do grupoCO; > mas é possivel também & presenca de ligacBes do 6xido de

nidbio que podem ser deslocadas para intensidades de maior energia devido a distor¢fes da
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rede, pois a 270 cm™ podemos ter uma banda associada aos elementos metalicos como o

niébio ou o calcio.

FIGURA 80 - ESPECTRO RAMAN DA AMOSTRA 1
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4.3.3.3 RESULTADOS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA A AMOSTRA 5

A amostra 5 também apresenta bandas caracteristicas da hidroxiapatita apresentou
picos principais em 444 cm™ devido ao modo v, do grupo PO, >, em 581 cm™devido a0 modo
v4 do grupo PO, *,959 cm™ devido ao modo v; do grupoPOs > e 1075 cm™ devido ao
modo v do grupo PO, na figura 81.

O espectro obtido é mostrado na figura sendo o pico de maior intensidade a 959 cm™
caracteristico da hidroxiapatita. A amostra 5 apresenta diferentemente da amostra 1, o pico em

268,686,758,846 cm™ possivelmente relacionados as ligag&es nidbio e oxigénio.
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FIGURA 81 - ESPECTRO RAMAN DA AMOSTRA 5

Raman spectrum of 5

Location p

— Main peak at: 959 cm-"*

Raman intensity ———
SR

[ e e s
P T VR
8 u 8 ¢ 8

A

")
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 L0OO 1,100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1,800 1900 2.000 2,100
Wavenumber (em-7)

4.3.3.4 RESULTADOS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA A AMOSTRA 10-200

A amostra 10-200 que é a de maior aditivacdo apresentou as bandas principais da
hidroxiapatita.

Em 440 cm-1 devido ao modo v, do grupo PO, ,em 587 cm-1 devido ao modo v4 do
grupo PO, ", 962 cm™ devido ao modo v; do grupo PO, e 1074 cm™ devido ao modo v; do
grupo PO, na figura 82.

O espectro obtido é mostrado na figura sendo o pico de maior intensidade a 962 cm™
caracteristico da hidroxiapatita. A amostra 10-200 apresenta picos aproxidamente em 268,
679, 760,867 cm™ que podem estar relacionados as ligagdes niébio e oxigénio.A banda a 679
cm™ pode ser atribuida a poliedros presentes no pentéxido de nidbio hidratado,a 867 a ligacéo
Nb-O-Nb e em 760 cm-1 a ligacdo Nb-O que estdo em concordancia com os resultados

sugeridos por Braga (2007) no entanto maiores estudos sao necessarios para esta confirmacéo.
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FIGURA 82- ESPECTRO RAMAN DA AMOSTRA 10-200
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N&o ha bandas caracteristicas do precursor complexo amoniacal de niébio segundo o
quadro 17 de consulta o que sugere a completa dissociacéo e transformacdo do precursor
durante a sintese.

A consulta ao banco de dados RASMIN!™?(Raman Spectra Database of Minerals and
Inorganic Minerals) pode-se encontrar um espectro do pentéxido de nidbio, (figura 83), e
comparando-se ao espectrograma da amostra 10-200 pode-se notar aproximacodes entre eles e
0s picos nao assinalados coma hidroxiapatita, mas devido ao polimorfismo dos compostos de
niébio e a influéncia de parametros de sintese como a temperatura na formacdo destes
compostos € muito dificil a comparacdo entre espectros pois ndo ha citacdo da fase

polimorfica



154

FIGURA 83- ESPECTRO RAMAN DO OXIDO DE NIOBIO
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No mesmo banco de dados é possivel encontrar um niobato de célcio e também nos
mostra uma correlacéo de picos.(figura 84)

FIGURA 84- ESPECTRO RAMAN PARA O NIOBATO DE CALCIO
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O emprego do programa gratuito Crystal Sleuth do projeto RRUFF Project e da
American Mineralogist Crystal Structure Databases!***?! permitiu visualizar e comparar 0s
espectrogramas das amostras com padroes de banco de dados sendo estes padrdes
relacionados a fase de hidroxiapatita devido a falta de dados referentes a fase de columbita ou

de 6xido de nidbio. As figuras 85 e 86 apresentam estas comparagOes para as amostras 1 e 10-
200.
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FIGURA 85- ESPECTRO RAMAN COMPARATIVO DA AMOSTRA 1 COM ESPECTROS DE
REFERENCIA
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FIGURA 86- ESPECTRO RAMAN COMPARATIVO DA AMOSTRA 10-200 COM ESPECTROS
DE REFERENCIAS
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Em ambas as amostras ha uma alta correlacdo (indexacdo acima de 80%) com o0s
padroes R060192 correspondentes a cloroapatita, R050512 e R060180 correspondente a
hidroxiapatita e ao padrdo encontrado no Handbook of Minerals Raman Spectra (ENS-Lyon)
(1241231 gue ndo possui codificagdo. A correspondéncia dos espectrogramas com o padréo

Raman da cloroapatita pode indicar a formagédo de hidroxiapatitas substituidas de acordo com

o pico principal na regido de 960 cm™.
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4.4 CARACTERIZACAO QUIMICA

4.4.1 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDX)

A anédlise EDX foi realizada com o objetivo de se identificar os elementos quimicos

presentes nas amostras.

4.4.1.1 RESULTADOS DE EDX PARA A AMOSTRA 0

O resultado da espectroscopia de dispersdo de raio X indicou para a amostra 0 a
presenca dos elementos Ca, P e O presentes na hidroxiapatita. As linhas espectrais de Ka

destes elementos foram identificadas conforme visto na tabela 9.

TABELA 9-EDX PARA A AMOSTRA 0

TABELA 9 - RESULTADOS DE EDX PARA A AMOSTRA 0

Linha keV Intensidade (cps/nA)
CKa 0.26 2.333

OKa 0.53 4.272

PKa 2.00 17.915

PKb 2.13 1111
CaKa 3.67 20.695
CaKb 3.98 2.676

FONTE: AUTOR,2013

Assim o espectrograma da figura 87 obtido demonstra a presenca de célcio, fosforo e
oxigénio na amostra. Observa-se a presenca de carbono, devido ao filme de carbono utilizado
na preparacao da amostra, porém, residuos organicos e o carbono do grupo carbonato ndo

podem ser desconsiderados.
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FIGURA 87-ESPECTRO EDS DA AMOSTRA 0
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A anélise elementar realizada sem padrdes apresentou como melhor resultado os dados

obtidos na tabela 10.

TABELA 10-EDX DA AMOSTRA 0
TABELA 10 - RESULTADOS DE EDX PARA A AMOSTRA 0

Elemento Intensidade %Peso % Atdmica
C 3.726 17.088 28.795
@) 3.585 35.713 45.189
P 9.944 14.761 9.645
Ca 13.924 32.438 16.380

Total 100.000

FONTE: AUTOR,2013

A razdo estequiométrica atbmica entre Ca/P calculada foi de 1.69,valor préxima a da
hidroxiapatita estequiométrica que é de 1.67. Pode-se atribuir esta diferenca ao erro
experimental do equipamento, a quantificacdo de carbono e a presenca de grupos carbonatos
CO3? substituindo grupos fosfatos PO4> que elevam a razdo estequiométrica e a falta da

utilizacdo de um padrdo para a quantificacéo elementar.
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4.4.1.2 RESULTADOS DE EDX PARA A AMOSTRA 01

A amostra 01 apresentou as linhas espectrais Ka caracteristica do niébio conforme

visto na tabela 11.

TABELA 11-EDX DA AMOSTRA 1
TABELA 11 - RESULTADOS DE EDX PARA A AMOSTRA 1

Linha keV Intensidade
NbKa 16.62 5.5047
NbKb 18.68 1.1014

FONTE: AUTOR,2013
Nota-se a presenca dos elementos célcio e fosforo nesta amostra na figura 88.

FIGURA 88-ESPECTRO EDS DA AMOSTRA 1
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4.4.1.3 RESULTADOS DE EDX PARA A AMOSTRA 10-200

As amostras 10-200 apresentaram picos de maior intensidade de niobio devido a sua

concentragdo maior. Confirma-se também a presenca de céalcio e fosforo nas amostras

conforme visto na figura 89.
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FIGURA 89-ESPECTRO EDS PARA A AMOSTRA 10-200
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4.4.2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAIO X (FRX)

A andlise FRX foi realizada para identificar e confirmar a presenca de niébio nas
amostras obtidas.

4.4.2.1 RESULTADOS DA ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAIO X
(FRX) PARA AS AMOSTRAS 01 E 10-200

A analise quimica obtida através da fluorescéncia de raios X para as amostra 01 e 10-
200 estdo apresentadas na tabela 11.

TABELA 11-RESULTADOS DE FRX DAS AMOSTRAS

1 1 10-200 10-200
Oxido % em Peso % Atbmica % em Peso % Atdmica
CaO 62 % 5.885 61,8 % 5.930
P,Os 37,8% 2.835 36,3 % 2.752
Nb,Os 0,21 % 0.008 1,65 % 0.067
Impurezas 0,05 % 0,19 %

FONTE: AUTOR,2013

A andlise foi realizada de forma semi-quantitativa devido a pouca quantidade de

amostra disponivel e foi realizada sem padrdes o que torna possivel apenas a confirmacéo da

presenca do nidbio na amostra.
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Observa-se a presenca de niobio nas amostras 01 e 10-200 o que confirma a presenca
deste elemento no material obtido e os resultados de difracdo de raios X e espectroscopia de
energia dispersiva. As impurezas obtidas estao relacionadas ao grau de pureza dos precursores
utilizados.

A relacdo tedrica entre as amostras 01 e 10-200 é de 1:10, ou seja, a amostra 10-200
teve uma aditivagdo do precursor de nidbio 10 vezes maior e pelo resultado desta analise
quimica observa-se que a amostra 10-200 possui uma quantidade experimental de nidbio
aproximadamente 8 vezes maior que a amostra 01 o que evidencia um resultado concordante
com 0 proposto.

E possivel a conversio da % de Oxidos em quantidade elementar e assim verificar a
razdo Ca/P,Ca+(Nb/P) e Ca/(Nb+P) no entanto estes resultados podem provocar distor¢des na
avaliacdo dos resultados devido as condigdes ja citadas e para a amostra 10-200 estas razGes
atdbmicas situam-se em 2.1 que sdo resultados semelhantes a andlise desta amostra por
espectroscopia de energia dispersiva de raios X mas as variacdes das medidas especialmente
de nidbio foram grandes o que torna a analise desta informacéo bastante dificultada.

A espectroscopia de energia dispersiva de raios X acoplada ao microscépio eletrénico
de varredura possibilita 0 mapeamento de elementos presentes na amostra e a figura 90 foi a
utilizada para a realizacdo de um analise de mapeamento com uma amostra mais aditivada. O
resultado do mapeamento dos elementos através da analise por espectroscopia de energia

dispersiva pode ser visualizado na figura 90 e 91.
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FIGURA 90- AMOSTRA 10-200 ANALISE DE MAPEAMENTO DE ELEMENTOS 2400X
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FIGURA 91-MAPEAMENTO DE ELEMENTOS DA ESQUERDA PARA DIREITA: CALCIO
,FOSFORO E NIOBIO
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Observa-se que a distribuicdo de calcio e fosforo é homogénea nos aglomerados e
verifica-se também que as regides contendo nidbio e fésforo coincidem com o calcio e ha
algumas regides com maior concentracao de nidbio.

A mescla das imagens utilizando-se a cor azul para o calcio e a cor vermelha para 0s

elementos calcio e fosforo permite a confirmacédo destes resultados.(figura 92)
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FIGURA 92-RESULTADO DA MESCLA DOS MAPEAMENTOS DE ELEMENTOS EDS: CALCIO-
FOSFORO (ESQUERDA) CALCIO-NIOBIO (DIREITA)
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Esta concentracdo maior de nidbio em um dos aglomerados pode ser devido a

formacédo de fases secundarias contendo niobio nas amostras mais aditivadas,(10-200).

4.5 CARACTERIZACAO TERMICA E TRATAMENTO TERMICO

Analises termogravimétricas por TG e ATD foram realizadas para verificar o
comportamento térmico das amostras. Tratamentos térmicos foram realizadas afim de se

observar as alteracdes morfoldgicas e de fases nas amostras.

4.5.1 TRATAMENTO TERMICO

A amostra 10-200 foi submetido a tratamento térmicos de sinterizacdo entre 500 °C e
1000 °C. Quanto a morfologia observa-se que ocorreu uma densificacdo dos poros existentes
devido ao crescimento das particulas na superficie dos aglomerados existentes quando

calcinados a 1000 °C formando os aglomerados mais fechados como mostrados na figura 93.
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FIGURA 93-FOTOMICROGRAFIA COMPARATIVA ENTRE AS AMOSTRAS 10-200 CALCINADA E
NAO CALCINADA
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Outro aspecto observado é uma formacdo de uma morfologia mais homogénea e com
tamanho dos aglomerados mais uniformes quando sinterizadas a 1000 °C.

Os resultados da difragdo de raios X para 1000 °C apresenta a fase principal de
hidroxiapatita concordante com varios padrées JCPDS da hidroxiapatita.

A comparagdo mostrada refere-se ao padrdo JCPDS 01-089-6438, (figura 94).
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FIGURA 94-DIFRATOGRAMA DA AMOSTRA 10-200 CALCINADA A 1000°C COMPARADA COM
A FICHA PDF-2 01-089-6438 PARA IDENTIFICAGCAO DE FASES
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O difratograma da figura 95 apresenta a comparagdo em diferentes temperaturas.

FIGURA 95 —- DIFRATOGRAMA COMPARATIVO DA AMOSTRA 10-200 EM FUNCAO DA
TEMPERATURA DE CALCINACAO: 1000°C (PARTE SUPERIOR),800°C,500°C E 200°C (PARTE
INFERIOR)

Experimental natter: 500

1000

Exporimental pottorn: SACC0505_

500
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1000 20.00 30.00 4000 s0.00 E0.00 70.00 80.00 a0.00

Nota-se que as fases na regido de 20 de 15° e 30° presentes na amostra 10-200 néo séo

mais visualmente identificadas a partir de 800 °C e a diminuigéo da largura dos picos a partir
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desta mesma temperatura evidenciando o aumento da cristalinidade indicado na anélise
térmica.

Uma analise mais detalhada dos picos da amostra 10-200 pode-se verificar na figura 96
que existem picos que ainda ndo correspondem a hidroxiapatita. A comparagdo nos mostra
que os picos convergem para fases de niobato de calcio sendo a ficha PDF-2 00-031-0288 a
usada na comparacdo e para fases de pentoxido de nidbio correspondentes as fichas PDF-2 00-
026-0885 e 01-080-2493.

Nesta amostra calcinada a 1000°C observa-se que uma maior correlagdo qualitativa
com fichas de hidroxiapatita ndo estequiométricas o que pode sugerir que esteja ocorrendo
alguma reacgdo do estado sélido nesta temperatura. Provavelmente ndo ha a formacéo de dxido
de célcio comparando-se com a intensidade e posicdo dos picos da ficha padrdo 00-037-1497
com os picos da amostra o que indica a estabilidade da amostra que ndo sofre a transformacao

para a fase beta-tcp.

FIGURA 96 - DIFRATOGRAMA COMPARATIVO DA AMOSTRA 10-200 CALCINADA A 1000°C E
COMPARADA COM DIFRATOGRAMAS GERADOS A PARTIR DAS FICHAS PDF-2: 00-024-
0033,00-031-0288,00-026-0885,00-037-1497 E 01-080-2498 PARA IDENTIFICAGAO DE FASES
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A influéncia da temperatura de calcinagdo no tamanho médio dos cristalitos também

foi avaliada para a amostra 10-2001*%"! Os resultados est&o apresentados na tabela 12.
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TABELA 12-TAMANHO MEDIO DO CRISTALITO X TEMPERATURA DE CALCINAGAO

TABELA 12 - RESULTADOS DO TAMANHO MEDIO DO CRISTALITO EM FUNGAO DO

TRATAMENTO TERMICO

Temperatura °C Tamanho médio dos cristalitos nm
200 9.6
500 11.6
800 49.6
1000 77

FONTE: AUTOR,2013

Fica evidenciado que até 500 °C ha pouca influencia no crescimento que se torna mais

significativo a partir de 800 °C o que ja era esperado em virtude dos beneficios do tratamento

térmico no crescimento das particulas e aumento da cristalinidade durante a calcinagédo

tornando a estrutura cristalina mais ordenadal*?®!

4.5.2 ANALISE TERMICA

As amostras 0 e 10-200 foram caracterizadas através da analise termogravimétrica e

analise térmica diferencial, (figuras 97 até 100), até a temperatura de 1200 °C em atmosfera

de ar a fim de verificar a estabilidade térmica destas amostras.

4.5.2.1 RESULTADOS DA ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG) PARA A

AMOSTRAOQ

A perda de massa total apds a queima até 1200 °C foi de 8.627 % que pode estar

associada a perda de &gua de hidratacdo, decomposicdo de grupos carbonatos e a

decomposicdo de matéria organica. A maior perda de massa (6.967%) ocorreu entre 18.57 °C

e 546.45 °C e deve-se a perda de adgua e decomposi¢do de impurezas organicas presentes que

ndo puderam ser removidas na lavagem e secagem dos pds obtidos.



168

FIGURA 97 - CURVA TG DA AMOSTRA0

Sample: Am_2 File: G:\Eftonatg\Am_2 001
Size; 3.3938 mg TGA-DTA Operator; Nilson
Method: Am_2 Run Date: 26-Sep-12 08:47
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A variacdo do peso da amostra em funcdo da temperatura é mostrada na tabela 13.

TABELA 13-TG DA AMOSTRA 0

TABELA 13- RESULTADOS DE TG PARA A AMOSTRA 0

Temperatura Inicial Temperatura Final Peso Variacéo no Peso (%)
°C °C mg %
18.57 546.45 0.2364 6.967
659.15 1191.52 0.07563 2.228

FONTE: AUTOR ,2013
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4.5.2.2 RESULTADOS DA ANALISE TERMODIFERENCIAL (ATD) PARA A
AMOSTRA O

A variacdo positiva a 200 °C indica a perda de &gua cristalizada na amostra. A variagcdo
negativa a partir de 1070 °C pode ser atribuida a cristalizacdo da fase amorfa da hidroxiapatita

devido a decomposicdo da hidroxiapatita carbonatada (tabelal4).

FIGURA 98 - CURVA ATD DA AMOSTRA0

Sample: Am 2 File: G:\Eltonatg\Am_2.001
Size: 3.3936 mg TGA-DTA Operator: Nilson
Method: Am 2 Run Date: 26-Sep-12 08:47
Gomment: Temp Cal Instrument 2960 SDT V3.0F
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TABELA 14-ATD DA AMOSTRA 0
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TABELA 14— RESULTADOS DE ATD PARA A AMOSTRA 0

Temperatura Variag8o de Temperatura
°C °C/mg
0.00
200.00 0.6319
700.00 0.3743
1060.00 0.01066
1070.00 -0.0005576
1190.00 -0.06880
1200.00

FONTE: AUTOR,2013

4.5.2.3 RESULTADOS DA ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG) PARA A

AMOSTRA 10-200

A variagdo do peso da amostra em funcdo da temperatura é mostrada na tabela 15.



Sample: Am_30_30
Size: 27576 mg

Method: Am 30 50
Comment. Temp Cal
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FIGURA 99 - CURVA TG DA AMOSTRA 10-200

File: G:\Eftonatg\Am_30_50.001
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TABELA 15- RESULTADOS DE TG PARA A AMOSTRA 10-200

Temperatura Inicial ~ Temperatura Final Peso Variagdo no Peso (%)
°C °C mg %
16.94 497.69 0.2508 9.094
16.94 547.26 0.2508 9.356
663.88 1191.39 0.1842 6.678

FONTE: AUTOR,2013

Até 547.26 °C a perda de massa total foi de 9,094% que pode corresponder a perda de

agua e decomposicdo de matéria organica sendo a perda total de massa de 14.490 %.
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4.5.2.4 RESULTADOS DA ANALISE TERMODIFERENCIAL (ATD) PARA A
AMOSTRA 10-200

A variacdo positiva a 200 °C indica a perda de agua de cristalizacdo na amostra
conforme visto na curva ATD e tabela 16.

A variacdo negativa a partir de 970 °C pode ser atribuida a cristalizacéo da fase amorfa
da hidroxiapatita devido a decomposicao da hidroxiapatita carbonatada e/ou a decomposicéo e

cristalizacéo das fases ndo identificadas na amostra aditivada.

FIGURA 100 - CURVA DA AMOSTRA 10-200

Sample:Am 30 50 File: G:\EftonatgAm 30 50.001
Size: 27576 mg TGA-DTA Operator: Nilson

Method: Am 30 50 Run Date: 27-Sep-12 08:48
Comment: Temp Cal Instrument: 2960 SDT V3.0F
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TABELA 16-ATD DA AMOSTRA 10-200

TABELA 16- RESULTADOS DE ATD PARA A AMOSTRA 10-200

Temperatura Variagdo de Temperatura
°C °C/img
0.00
200.00 0.7625
970.00 -0.0006971
1190.00 -0.07252
1200.00

FONTE: AUTOR,2013

4.6 CARACTERIZACAO DA BIOCITOXICIDADE

Foram realizados testes de biocitoxicidade iniciais para avaliar a possibilidade de

aplicacdo dos materiais sintetizados como biomateriais.

4.6.1 RESULTADOS DO TESTE COM O CORANTE AZUL DE TRIPAN

Todas as amostras passaram no ensaio da viabilidade e a quantificacdo da viabilidade
celular com emprego do corante azul de Tripan de modo que as células ndo se apresentaram
com uma coloracao roxa, inchadas ou deformadas, permitindo que pudessem ser submetidas

aos testes dos corantes MTT e vermelho neutro.

4.6.2 RESULTADOS DO TESTE COM O CORANTE MTT

Nos ensaios com o corante MTT um aumento da absorbancia esta relacionada com um
aumento da atividade celular das células.

Estatisticamente com 24 horas de teste de aplicacdo as amostras com niébio (1,5 e 10-
200) que foram denominadas nestes ensaios de G4, G5 e G6 respectivamente, apresentaram
uma diferenga significativa (p<0,0001) em relacdo a amostra 0 e as amostras de controle

conforme visto no gréafico da figura 101.
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FIGURA 101 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DE CORANTE MTT
APOS 24 H DE INCUBAGAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS.
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G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de ni6bio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de nidbio; G6- Hidroxiapatita a 10% de niobio. *Diferenca significativa com G4, G5 e G6 (p<0,0001).
ANOVA com pos-teste de Tukey.

Apds 48 horas de teste, as diferencas das amostras com niobio continuaram conforme
visto no gréafico da figura 102 embora neste ponto ocorresse também uma diferenca

significativa das amostras com niobio 5 e 10-200.

FIGURA 102 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DE CORANTE MTT
APOS 48 H DE INCUBACAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS.
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G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de ni6bio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de nidbio; G6- Hidroxiapatita a 10% de nidbio. Diferenca significativa (p<0,05): (*) com G4, G5e G6 e
(**) com G6. ANOVA com pobs-teste de Tukey.
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O ensaio a 72 horas demonstrou os resultados semelhantes a 24 horas visualizados no
grafico da figura 103. Observa-se que a amostra ndo aditivada comecou a apresentar um

aumento da proliferacéo celular em relacdo aos tempos de 24 e 48 horas.

FIGURA 103 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DE CORANTE MTT
APOS 72 H DE INCUBAGAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS
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Grupos

G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de nidbio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de nidbio; G6- Hidroxiapatita a 10% de nidbio. Diferenca significativa: (*) com todos (p<0,05). ANOVA
com pos-teste de Tukey.

O resultado final a 96 horas apresentou diferencas significativas das amostras de
controle com todas as amostras testadas (0, 1,5 e 10-200) e diferencas significativas da
amostra 0 com as amostras aditivadas com niébio de p<0,0001 o que demonstra a influéncia
da dopagem com nidbio nos valores de absorbancia do corante MTT com uma probabilidade
de 0,1% que esta diferenca tenha ocorrida ao acaso. Este resultado pode ser visto no grafico da
figura 104.



176

FIGURA 104 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DE CORANTE MTT
APOS 96 H DE INCUBAGAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS
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G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de ni6bio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de niobio; G6- Hidroxiapatita a 10% de niobio. Diferenca significativa: (*) com todos (p<0,05) e (**) com
G4, G5 e G6 (p<0,0001). ANOVA com pos-teste de Tukey.

O aumento da absorbancia das amostras 1,5 e 10-200 indicam uma resposta positiva
das células utilizadas a um fator externo, neste caso a aditivacdo com nidbio, e possibilita
entender a proliferacdo celular, ja que a reducdo do corante MTT é realizada por células ativas
metabolicamente e visto que o principio fundamental é que o corante penetre nas células e nas
mitocondrias ele € reduzido pela enzima e entdo uma reducdo do nimero destas células
provocaria uma menor reducdo do corante MTT e, portanto uma diminuicdo da leitura da
absorbancia ap6s a solubilizacdo com alcool.

Nenhuma destas amostras apresentou reducéo significativa nos intervalos de tempo de
24 horas a 72 horas comparadas individualmente e com a amostra de controle negativo G1.

Um valor de absorbancia menor que o de G1 indicaria a reducéo celular da quantidade
de células ativas e, portanto a incompatibilidade da amostra com o meio celular.

A amostra ndo aditivada 0 também apresentou resultados positivos quanto a
proliferacdo celular e a morfologia com alguns aglomerados com particulas pontiagudas néo
interferiu negativamente no resultado.

Tabulando os dados obtidos em funcdo da taxa de crescimento relativo (RGR) que
foram calculados em funcéo das absorbancias das amostras e do controle negativo conforme a

metodologia empregada nos trabalhos de Palama et.al (2011), Duan et.al (2007) e Kong et al.
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(2009) que utilizaram estes valores relativos para classificar as suas amostras em funcao do
grau de citotoxicidadel*?%,

Podemos observar que nenhuma das amostras obtidas neste trabalho pode ser
enquadrada como citotoxica segundo a tabela 17 e 18.

Observa-se também que o0 RGR médio de 24 a 96 horas das amostras com niobio é
superior as demais enquanto a da amostra ndo aditivada pode ser comparada ao mesmo valor

que a amostra comercial G2 que é o controle positivo.

TABELA 17-CITOTOXICIDADE DAS AMOSTRAS

TABELA 17- RESULTADOS DE GRAU DE CITOTOXICIDADE

Amostra RGR-24h RGR- 48h RGR- 72h RGR- 96h RGR Desvio- | Grau de
Médio | Padrdo | Citotoxici
dade
Gl 1.0 1.0 1.0 1.0 1 0 0
G2 2.0 1.28 1.87 4.0 2.29 1.18 0
G3 3.6 1.71 1.37 12 197 111 0
G4 10.0 4.57 1.37 15 4.36 4.04 0
G5 13.3 3.42 2.69 15 5.23 5.44 0
G6 13.0 5.14 2.18 25 571 5.04 0

TABELA 18-TABELA DE CITOTOXICIDADE I

TABELA 18- TABELA DE CLASSIFICACAO DE CITOTOXICIDADE |

GRAU DE TOXICIDADE RGR DEFINICAO
QUALITATIVA
0 >0.90 NAO-CITOTOXICA
1 0.60-0.90 LEVEMENTE CITOTOXICA
2 0.30-0.59 MODERAMENTE CITOTOXICA
3 >0.30 FORTEMENTE CITOTOXICA

Duan et.al (2007) utilizam uma maior faixa de classificagdo para o grau de toxicidade

baseado na norma 1SO 10993 conforme a tabela 19.



178

TABELA 19-TABELA DE CITOTOXICIDADE Il

TABELA 19— TABELA DE CLASSIFICAGAO DE CITOTOXICIDADE II

GRAU DE TOXICIDADE RGR DEFINICAO
DEFINICAO QUALITATIVA
0 >1 QUALIFICADA
1 0.75-0.99 QUALIFICADA
2 0.50-0.74 MODERAMENTE CITOTOXICA
3 0.25-1.49 CITOTOXICA
4 0-0.24 CITOTOXICA
5 0 CITOTOXICA

Novamente os valores de RGR obtidos e analisados através desta tabela, ndo

classificam as amostras como citotéxicas e ndo inibitérias celulares.

4.6.3 RESULTADOS COM CORANTE VERMELHO NEUTRO

Em nenhuma das amostras testadas a 24 horas (grafico da figura 105) observou-se uma

absorbancia menor que a do controle G1. Como a absorc¢éo e liberagdo do corante vermelho

neutro esta relacionada a incorporagdo do corante por células viaveis nos lisossomos um valor

menor indicaria a presenca de células-mortas provocadas pela composi¢do quimica da amostra

gue tornam estas incapazes de absorver o corante vermelho neutro e consequentemente

provocaria uma diminuicdo da leitura de absorbancia em relagdo a amostra G1.
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FIGURA 105 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DO CORANTE
VERMELHO NEUTRO APOS 24 H DE INCUBAGAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS
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Grupos

G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de ni6bio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de nidbio; G6- Hidroxiapatita a 10% de niobio. *Diferenca significativa com G2, G5 e G6 (p<0,05).
ANOVA com pos-teste de Tukey.

Nota-se que as amostras G1, G3 e G4 apresentam uma diferenca significativa em
relacdo as amostras com G2, G5 e G6 (p<0,05) e com o aumento do tempo do teste a
diferenca significativa das amostras G2 e G3 em relacdo as amostras aditivadas G4, G5 e G6
passam para p<0,001 indicando a influéncia da dopagem também neste ensaio.

Os resultados a 48,72 e 96 horas sdo apresentados nos graficos das figuras 106,107 e

108 respectivamente.



180

FIGURA 106 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DO CORANTE
VERMELHO NEUTRO APOS 48 H DE INCUBAGAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS
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G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de nidbio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de nidbio; G6- Hidroxiapatita a 10% de nidbio. Diferenca significativa: (*) com G2 e G6 (p<0,001); (**)
com todos (p<0,0001). ANOVA com pbs-teste de Tukey.

FIGURA 107 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DO CORANTE
VERMELHO NEUTRO APOS 72 H DE INCUBACAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS
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G1- Controle; G2- Biogran®; G3- Hidroxiapatita; G4- Hidroxiapatita a 1% de ni6ébio; G5- Hidroxiapatita
a 5% de nidbio; G6- Hidroxiapatita a 10% de nidbio. Diferenga significativa: (*) com G4, G5 e G6 (p<0,001);
(**) com G5 e G6 (p<0,05). ANOVA com pds-teste de Tukey.
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FIGURA 108 - MEDIA E ERRO PADRAO DOS VALORES DE ABSORBANCIA DO CORANTE
VERMELHO NEUTRO APOS 96 H DE INCUBAGAO DE CULTURA DE OSTEOBLASTOS
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G1- CONTROLE; G2- BIOGRAN®; G3- HIDROXIAPATITA; G4- HIDROXIAPATITA A 1% DE
NIOBIO; G5- HIDROXIAPATITA A 5% DE NIOBIO; G6- HIDROXIAPATITA A 10% DE NIOBIO.
DIFERENGA SIGNIFICATIVA: (*) COM G4, G5 E G6 (P<0,001). ANOVA COM POS-TESTE DE
TUKEY.

Um resumo da evolucdo com o tempo do teste do corante vermelho pode ser

visualizado no gréfico da figura 1009.

FIGURA 109 - GRAFICO COMPARATIVO ENTRE AS AMOSTRAS X TEMPO

1
A
b 0.8
s 0.6 m24H

C
° ; 04 — m48H
r
p @ 02 II I . m72H
5 g - e .II-II- l . m9 H
n Gl G2 G3 G4 G5 G6
Tempo

A amostra G2 que é o controle positivo mostrou valores de absorbancia praticamente
constantes com a variacdo do tempo. A amostra G3, que é a ndo aditivada apresenta um leve

crescimento da absorbancia chegando ao maximo em 96 horas.
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As amostras aditivadas também tem maior leitura de absorbancia nos testes com
tempos maiores ou seja com excecdo da amostra 5 todas as demais amostras tem um
crescimento da absorbancia em funcdo do tempo.

Comparando-se todas as amostras com o controle negativo (G1) nenhuma das amostras
teve valores menores que este controle o que indica a biocompatibilidade das amostras.
Também se pode verificar que o efeito de inibicdo celular que é uma leve diminuigdo da
absorbancia da amostra em relacdo ao controle negativo ndo ocorreu.

De um modo geral, analisando-se os dois ensaios, pode-se verificar que a aditivacéo
com o precursor de nidbio melhorou de forma positiva os resultados, mas fatores como a
morfologia diferente da amostra pura em relacdo a amostra aditivada também podem ter
influenciado nos resultados.

A presenca de fases minoritérias ndo influenciou nos resultados da biocompatibilidade
em nivel de tornar as amostras citotoxicas.

Os resultados da citotoxicidade estdo coerentes com os obtidos por Tamai e Isama
(2007) que demonstraram que compostos de hidroxiapatita e beta-tcp com nidbio aumentam a
calcificagdo dos osteoblastos humanos além de melhorar a atividade enzimética da fosfatase
alcalina tornando compostos de fosfatos de céalcio e ni6bio como candidatos no uso como
material de reparo 6sseo.

Estes ensaios de biocompatibilidade sdo preliminares, mas ja indicam o potencial uso
para estudo das amostras aditivadas como biomateriais referendadas por estes resultados e a
literatura disponivel sendo que ensaios com outros corantes que indicam outras alteracdes
celulares e testes in-vitro ainda sdo necessarios.

A amostra pura tem resultados comparaveis com a amostra de controle positivo que é
uma amostra comercial e que provavelmente tenha passado por diversas etapas de
beneficiamento como moagem e calcinacdo de modo que a amostra pura foi apenas submetida
a operacdo de secagem para ser submetida a estes ensaios indicando uma vantagem da

utilizacdo do processo de sintese hidrotermal.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho a utilizacdo do método de preparacdo hidrotérmica nas condigdes de
sintese controladas (pH, temperatura, tempo e pressdo de sintese, estequiometria dos
precursores e concentracdes dos reagentes e aditivos) para sintetizar ortofosfatos de calcio
aditivados com diferentes concentracbes de nidbio (V) e ap6s as amostras serem
caracterizadas por difracdo de raios X, microscopia eletrénica de varredura, microscopia
eletronica de transmissdo, microscopia de forga atbmica, espectroscopia de fluorescéncia de
raios X, espectroscopia de energia dispersiva de raios X, espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia Raman, andlise de distribuicdo de tamanho de particula por difracdo a laser e

espalhamento de luz pode-se chegar as seguintes conclusdes:

» Através da sintese hidrotérmica nas condi¢bes empregadas neste trabalho € possivel
obter hidroxiapatita como fase principal do material sintetizado conforme
caracterizado na andlise por DRX, FT-IV e Raman;

> E possivel a utilizagdo do complexo amoniacal de nidbio como precursor de ions
niobio (V) na sintese hidrotérmica de biomateriais sendo a presenca do elemento
quimico detectado atraves da andlise de fluorescéncia de raios X e espectroscopia de
energia dispersiva de raios X;

» O pH da sintese hidrotérmica utilizando-se agentes de precipitacdo homogénea como a
ureia € um parametro fundamental nas fases precipitadas;

» O tempo da sintese esta intrinsicamente ligado a dissociacao e hidrélise da ureia, sendo
estas etapas dependentes da temperatura da sintese;

» O uso de temperaturas baixas, proximas da temperatura de hidrdlise da ureia, requerem
maiores tempos de sintese hidrotermal do que quando se usa temperaturas mais
elevadas;

» O uso do complexo amoniacal de nidbio como agente precursor de ions nidbio (V)
afeta a morfologia das particulas obtidas o que pode ser observado através da analise
por microscopia eletrdnica de varredura e microscopia eletronica de transmissao;

» Morfologias do tipo flower também conhecidas como auto-estruturadas foram obtidas
com as amostras sem aditivagdo e nas amostras aditivadas a adicdo do complexo
amoniacal auxiliou na formacdo de aglomerados mais fechados e arredondados de

modo que a aditivagdo influencia no crescimento das particulas;
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Os aglomerados arredondados apresentaram dimensdes micrométricas na andlise
granulométrica por difracdo a laser, mas apresentou valores nanométricos na andlise
por espalhamento de luz possivelmente devido a formacdo dos aglomerados que sdo
formados por aglomerados menores conforme visualizado na microscopia eletronica
de transmissé&o.

Os resultados observados na microscopia eletronica de transmisséo e difracdo de raios
X indicam a obtencdo de materiais policristalinos apresentando cristalinidade;

As amostras aditivadas apresentam estabilidade térmica até 1000°C conforme
observado na andlise térmica e difracdo de raios X sem apresentar a formacédo de
outras fases de ortofosfatos de célcio;

A medida que se usou uma maior concentracdo do precursor de niébio observou-se o
surgimento de outras fases contendo niébio de modo que a amostra 1 aparentemente é
monofésica enquanto as amostras 5 e 10-200 apresentam possiveis fases de compostos
de nidbio (V).

A biocompatibilidade dos materiais pode ser comprovada pelos resultados nos ensaios

in-vitro de citotoxicidade.
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5.0 SUGESTOES PARA FUTUROS DESENVOLVIMENTOS

» Realizar estudos in-vitro para as amostras 0,1 e 10-200.

> Realizar o refinamento e a solugéo da estrutura cristalina obtida nas amostras
0,1 e 10-200.

» Estudar a variacdo da razdo atbmica Ca/P com a aditivacdo de nidbio (V).

» Quantificar a razdo atdmica entre Ca(ll),P(V) e Nb(V) nas amostras.

> Sintetizar outros ortofosfatos de calcio como beta-TCP aditivado com 0 mesmo
precursor de nidbio.

> Usar 0 método de sintese para produzir pds para outra aplicacGes.
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