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RESUMO

As bioceramicas apresentam bons resultados, quando utilizadas como materiais para
reconstrucao 6ssea, sendo a hidroxiapatita uma das mais utilizadas. Porém, a mesma
possui propriedades mecanicas inferiores a de 0ssos, que suportam cargas elevadas
naturais do corpo humano. Para utilizar esse material, como substituido ou reparo
0sseo se fazendo necessaria a utilizacdo de outros materiais como fase de reforgo ou
fundente. No presente trabalho, pretendeu-se obter um material bioativo que
possuisse elevadas propriedades mecéanicas, com amostras produzidas por moagem
seguida de sinterizacdo convencional. As propriedades fisicas foram analisadas por
testes mecanicos de compresséo e flexdo, enquanto a bioatividade foi avaliada in vitro
em imersdo de SBF (fluido corporal simulado). Ao misturar a hidroxiapatita com o
caulim e o feldspato, e variando a proporcao entre eles, foi possivel observar um
aumento na sua resisténcia mecanica, sem perder a bioatividade da hidroxiapatita.
Em algumas concentragdes do composto foi observado a dissolucéo da hidroxiapatita
nos testes in vitro em SBF, onde a amostra liberou calcio e fosforo para o meio e sua
estrutura ficou mais porosa. Como esses componentes possuem baixo custo de
comercializacdo, € possivel chegar num produto comercial de préteses 6sseas para

implantes com um valor mais acessivel.

Palavras-chave: Bioceramicas, Hidroxiapatita, Caulim, Feldspato, bioatividade;



ABSTRACT

The bioceramics have been showing good results when used as materials for bone
reconstruction. Among the bioceramics, hydroxyapatite is one of the most used.
However, it has lower mechanical properties than bones that support natural high loads
of the human body. To use this material as a replacement or bone repair, it becomes
necessary to use other materials such as reinforcement phase or flux. In this work, the
aim was obtaining a bioactive material that have high mechanical properties with
samples produced by ball milling followed by conventional sintering. The physical
properties were analysed by mechanical tests of compression and flexion, and the
bioactivity was evaluated in vitro in immersion of SBF (simulated body fluid). When
mixing the hydroxyapatite with kaolin and feldspar, and varying the proportion between
them, there is an increase on its mechanical resistance, without losing the bioactivity
of the hydroxyapatite. In some concentrations of the compound the dissolution of the
hydroxyapatite was observed in the in vitro tests, where the sample released calcium
and phosphorus to the medium and its structure became more porous. Since these
components have a low marketing cost, the intended is to enable the production of

bone prostheses for implants with a more affordable price.

Keywords: bioceramics, hydroxyapatite, kaolin, feldspar.
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1.INTRODUGAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo esta ligado com o
aparecimento de doencas 6sseas que atingem principalmente pessoas da terceira
idade, tais como osteoporose, perda de massa 0ssea, surgimento de tumores 6sseos
e perda de dentes. Com isso, 0 mercado mundial de materiais para uso ortopédico
vem crescendo nas Ultimas décadas [1]. Em particular, a idade média da populacdo
brasileira apresenta uma tendéncia acelerada de aumento [2]. Porém, problemas de
perda de estrutura 6ssea ndo sdo decorrentes exclusivamente da idade, jovens
também podem ser atingidos por eles, seja em virtude de doencas ou acidentes.

A perda de um 6rgdo ou uma parte do corpo nao causa apenas transtornos
fisicos, podem causar também transtornos sociais e psicolégicos. Para garantir a
qualidade de vida das pessoas acometidas por doencas 6sseas e/ou traumas surgiu
a necessidade de um enfoque maior na pesquisa de materiais que possam ser
utilizados como substitutos de tecidos ésseos [3].

Biomateriais ceramicos, como hidroxiapatita, fosfato de célcio, alumina e
zirconia, possuem um grande potencial para serem utilizados na reposicao dos
chamados tecidos duros (0ssos e dentes), pois possuem estabilidade quimica, baixa
ou nula toxicidade e boa biocompatibilidade [3]. Porém dependendo do esforco
mecanico a que sdo submetidos, alguns biomateriais podem ser mais apropriados que
outros, devido as diferencas em suas propriedades mecanicas [4]. Em estudos
prévios, realizados por Miyahara, Gouvéa e Toffoli (2007), foi demonstrado que o
caulim e o feldspato podem ser promissores candidatos para melhorar a resisténcia

mecanica da hidroxiapatita [5]. Esses estudos apontaram para o desenvolvimento de



implantes bioceramicos completamente inovadores, produzidos com matérias-primas
que podem ser encontradas no territério nacional.

Grande parte das proteses utilizadas no Brasil sdo importada. Com isso, o valor
final desses produtos é elevado, se tornando, muitas vezes, inacessivel para grande
parte da populagdo. Todavia, espera-se que com a metodologia proposta neste
projeto seja possivel o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico desses produtos em
nosso pais. Por consequéncia, o estado do Parand podera se tornar um centro de
referéncia na producdo do material para bioimplantes. Além disso, com a producéo
nacional, as proteses poderdo se tornar mais acessiveis para a populacéo,
aumentando assim, a qualidade de vida dos brasileiros, além de gerar lucros para o

estado e para o pais.

1.10BJETIVOS

Produzir materiais ceramicos utilizando hidroxiapatita e argilas como o caulim e
feldspato, para obtencédo de material bioativo de alta resisténcia mecanica.
Os objetivos especificos séo:

e Obter hidroxiapatita proveniente de 0ssos bovinos;

e Produzir compostos de hidroxiapatita, caulim e feldspato via mistura em moinho

de bolas;

e Sinterizar os corpos ceramicos obtendo a fase liquida;

e Avaliar propriedades fisicas e mecanicas das amostras sinterizadas;

e Realizar testes de bioatividade in vitro nos compostos utilizando fluido corporal

simulado (SBF)



e Caracterizar a superficies das amostras ap0s os testes de bioatividade por
difracdo de raios X, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de

raios X por dispersao de energia.



2.FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. BIOMATERIAIS

Atualmente, existem varias alternativas para recuperar tecidos ou 6rgaos
humanos que sofrem algum tipo de trauma, devido aos avancos nas areas de
engenharia dos materiais e na medicina. Durante séculos, a Unica alternativa viavel
para traumas em membros do corpo humano, era a amputacdo, que diminuia a
qualidade de vida do paciente, porém garantia sua sobrevivéncia [6] [7]. Assim, com
a popularizacédo de procedimentos cirurgicos, a partir da segunda metade do século
XX, 0s biomateriais passaram a ser utilizados para substituir tecidos vivos. Contudo,
s6 em 1982, na Conferéncia do Instituto de Desenvolvimento de Consenso em Saude
gue o termo biomaterial foi introduzido na medicina. Biomateriais foram definidos
como qualquer substancia ou combinacéo de substancias (excluindo os farmacos) de
origem natural ou sintética, que possam ser usados para tratar, aumentar ou substituir
parte ou total de tecidos ou 6rgdos do corpo humano, de forma transitéria ou
permanente [8] [9].

Para ser considerado um biomaterial seguro para utilizacdo in vivo, ele deve
apresentar as seguintes caracteristicas:

- Biocompatibilidade, o material ndo pode apresentar nenhuma resposta
inflamatoria, local ou sistémica, no organismo.

- O material deve atender as caracteristicas fisico quimicas necessarias para
cumprir a funcdo desejada, ou seja, ser biofuncional [10].

Hench e Wilson (1993) classificaram os biomateriais de acordo com o seu
comportamento fisiol6gico, sendo eles, biotoleraveis ou bioinertes, agueles que se

mantem isolado do hospedeiro, por meio da producdo de um tecido fibroso, liberando



ou ndo componentes (como ions ou compostos quimicos, por exemplo), mas sem
causar reacdes adversas para o organismo. Exemplos de materiais biotoleraveis sao
os metais (ligas de titanio), polimeros sintéticos (PVDF) e algumas ceramicas (BTNN)
[11] .

Os materiais bioativos, a base de fosfato de calcio, promovem liga¢gGes de
natureza quimica entre eles e o tecido 0sseo, processo chamado também de
osseointegracdo, que ocorre devido a sua similaridade quimica com a parte mineral
O0ssea. Outra classificacdo € dada pela (re)absorcdo do material, que apos certo
periodo de tempo em contato com os tecidos hospedeiros, acaba sendo degradado,
solubilizado ou fagocitado pelo organismo. Esses sdo chamados de materiais
reabsorviveis e alguns exemplos sao o fosfato tricalcico (TCP) polimeros como o PLA
(poli &cido latico).

Normalmente, biomateriais utilizados na reposicdo de tecidos moles sao
diferentes dos utilizados para tecidos duros. Para cada aplicacdo se busca materiais
com propriedades fisicas e quimicas diferentes, por exemplo, em alguns casos
materiais que possuem alta resisténcia mecanica sdo considerados vantajosos,
enguanto em outras aplicacfes essa caracteristica € uma desvantagem. A tabela 1

exemplifica a diversidade das aplicag6es dos biomateriais.



Tabela 1 - Classificagdo dos biomateriais existente de acordo com suas vantagens,
desvantagens e aplica¢des. [12]

Biomateriais
Polimeros
Polietileno

PTFE
Poliéster
Poliuretano
PMMA
Silicone

Metais e ligas
Aco inoxidavel
Liga de titanio
Liga de cobalto-
cromo

Ceramicas e
vidros
Alumina
Zirconia
Carbono
Fosfatos de calcio
Porcelana
Vidros bioativos
Compositos
Fibras de carbono-
resina termofixa
Fibras de carbono-
termoplasticos
Carbono-carbono
Fosfato de célcio-
colageno

A primeira

Vantagens

Elasticidade, facil
fabricacéo, baixa
densidade

Alta forca de

tenséo, alta

resisténcia a
desgaste, energia
de deformacéao alta.

Boa
biocompatibilidade,
resisténcia a
corrosao, inércia,
alta resisténcia a
compressao

Boa
biocompatibilidade,
inercia, resisténcia a
corroséo, alta forca

de tensao

Desvantagens

Baixa resisténcia

mecanica,
degradacao
dependente do
tempo

Baixa

biocompatibilidade,
€corrosao em meio
fisiologico, perda de

propriedades
mecanicas com

tecidos conectivos

moles, alta
densidade.

Baixa forca de
tensao, baixa
resisténcia
mecanica, baixa
elasticidade, alta
densidade

Material de
fabricacéo
incompativel

Aplicacdes

Suturas, artérias,
veias, maxilofacial
(nariz, orelha,
maxilar, mandibula,
dente); Cimento,
tendao artificial,
oftalmologia.

Fixacdo ortopédica
(parafusos, pinos,

placas, fios, hastes);
implantes dentarios.

Ossos, juntas,
dentes, valvulas,
tenddes, vasos
sanguineos e
traqueias artificiais

Valvula cardiaca
articial (carbono ou
grafite pirolitico),
implantes de juntas
de joelho (fibra de
carbono reforcada
com polietileno de
alta densidade)

abordagem adotada no desenvolvimento e aplicacdo dos

biomateriais, ha dois séculos, era baseada em tentativa e erro, mas recentemente os

estudos se tornaram sistematicos com objetivos bem especificos. No inicio do uso dos

biomateriais de forma mais sistematizada, nas proximidades da década de 50,

buscavam-se os materiais bioinertes. Com o passar do tempo, a meta se tornou a

bioatividade dos biomateriais e, mais recentemente, o objetivo tem sido a regeneragao

do tecido de fato [13].



2.2.BIOCERAMICAS

A difusdo do uso de materiais ceramicos, com propriedades que possibilitam a
sua classificagdo como bioceramicas, ocorreu no inicio da década de 70. A primeira
bioceramica com amplo estudo neste periodo foi a alumina densa (a-Al203) [12] , que
possui comportamento bioinerte. Este material, devido a sua elevada resisténcia
mecanica, é utilizado até hoje em préteses ortopédicas para substituicdo parcial ou
total de ossos que sdo submetidos a elevados esforgos, na realizacdo de sua atividade
funcional. Como por exemplo, a substituicdo da cabeca do fémur ou de implantes
dentarios [14]. As bioceramicas podem ser utilizadas, tanto isoladas, quanto em
compdsitos com outros tipos de materiais, por exemplo revestimento de proteses
metalicas ou na associagdo com polimeros [10].

Uma propriedade muito interessante das bioceramicas é a porosidade. Os
poros ajudam no crescimento de tecido vivo no interior da protese, fazendo que a
ligacdo entre o tecido vivo e o implante seja intensificada. Porém eles também
influenciam nas propriedades mecénicas, como a resisténcia, o moddulo de

elasticidade, a resisténcia a oxidacéo, a resisténcia ao desgaste, entre outras [15].

2.3.HIDROXIAPATITA (HA)

Dentre os biomaterias ceramicos, tem-se em destaque as ceramicas de fosfato
de célcio, devido a sua biocompatibilidade a qual tem origem em sua composi¢ao
quimica semelhante ao osso animal e habilidade em interagir com o tecido vivo. Além

disso, ndo apresenta toxicidade aguda ou cronica [16] [17].



A ceramica de fosfato de célcio mais utilizada na area médica e odontolégica
é a hidroxiapatita (HA), de férmula quimica Caio(PO4)s(OH)2 e razdo Ca/P de 1,67. O
termo apatita define os minerais cristalinos com a composicdo genérica de
M10(Z0O4)eX2, sendo: M um Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, etc, Z representa P, V, As, S, Si, CO3,
etc e X é F, Cl, OH, O, Br etc. Ou seja, apatita é a definicdo de uma estrutura e ndo
uma composicao [18] [19] [20]. A hidroxiapatita sintética, pura na estequiometria difere
da hidroxiapatita biolégica na composicédo e nas propriedades fisicas. A HA pura e
estequiométrica por sua vez ndo é encontrada em sistemas bioldgicos, enquanto a
HA biol6gica € descrita como deficiente de calcio, ndo estequiométrica, com
impurezas ou contendo carbonatos [21].

A figura 1 ilustra a célula unitaria da estrutura cristalina da hidroxiapatita, que
possui sistema hexagonal e pertence ao grupo espacial P6s/m. As dimensfes da
célula cristalina sdo de a = b = 9,423 A e ¢c = 6,881 A. A célula unitaria contém seis
grupos de PO e dois grupos de OH [22]. Os carbonatos (CO3™) s&o uma substituicdo
elementar muito abundante no mineral 6sseo, cerca de 2,8-8% da massa dos 0ss0s,
com tal quantidade variando de acordo com a idade do individuo. De acordo com a
posicdo desse anion na rede cristalina, ha formacéo de diferentes apatitas. O tipo A
ocorre quando (CO3™) ocupa os sitios de OH-, o tipo B é quando CO3~ ocupa o sitio
do P03, o tipo AB é quando os dois sitios originais sdo ocupados pelo carbonato. A
hidroxiapatita 6ssea considerada uma mistura do tipo B e do tipo AB. Mesmo que a
guantidade de ions de carbonato seja baixa, eles desempenham um importante papel
nas reacgdes biologicas associadas ao metabolismo 0sseo, como por exemplo,
aumento da solubilidade em ambiente acidos, diminui¢cdo da cristalinidade e retardo
no crescimento de cristais, e excelentes efeitos em tratamentos clinicos no reparo de

defeitos dsseos [23].
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Figura 1 - Estrutura da Hidroxiapatita, demonstragcéo do Tipo A e B [23].

A HA sintética apresenta excelente biocompatibilidade que é devido a sua
similaridade quimica, biolégica e cristalografica com a parte inorganica do tecido
0sseo. A HA comecou a ser produzida sinteticamente nos anos 70 e vém sendo usada
clinicamente desde os anos 80 [24].

Segundo Vidigal e Goisman (2003), a superficie porosa da HA parece fornecer
um substrato adicional a proliferacdo do tecido 6sseo. A hidroxiapatita permite a
juncdo, proliferacdo, migracéo e caracteristicas fenotipicas de células 6sseas, 0 que
resulta em formacé&o de novo 0sso, em contato direto a superficie do biomaterial [25].

Um grande numero de técnicas vem sendo desenvolvidas para sua sintese,
em consequéncia do aumento de aplica¢cdes da HA. Um dos métodos mais utilizado
€ a técnica de precipitacdo, que envolve reagdes via Umida entre precursores de calcio
e fosforo com controle de temperatura e pH da solugéo. O po6 precipitado € calcinado

em 400 - 600°C ou até mesmo a temperaturas mais elevadas, a fim de obter uma
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estrutura de hidroxiapatita estequiométrica. Porém, essa dentre outras técnicas,
possuem custo de producédo elevado e de alta complexidade. Um método que pode
ser destacado por sua facilidade é a calcinagdo de ossos bovinos “in natura” [17],

como trataremos a seguir.

2.4.HA BOVINA

A hidroxiapatita proveniente de 0ssos bovinos pode ser empregada na
producdo de enxertos 6sseos, devido a seu baixo custo e suas propriedades fisico-
quimicas. O Brasil é um pais que abate uma grande quantia de gado anualmente,
para consumo da carne e 0S 0ssOos acabam sendo usados na producédo de
fertilizantes, ragbes animais, cola, sabdo, gelatina e outros [26]. Todavia, a sua
utilizacdo de ossos bovinos para a producdo de proteses ortopédicas acarreta um
aumento substancial no valor comercial do mesmo, ja que a hidroxiapatita sintética
chega a ser comercializada a R$ 170,00 o grama [27]. A HA tem a mesma estrutura
inorganica do tecido 6sseo, que se permite fazer o caminho inverso e retirar toda a
parte organica do 0sso, para obter a hidroxiapatita pura. A matéria organica pode ser
retirada com tratamentos térmicos a temperaturas de aproximadamente 800°C [5].

Apesar da HA ter bons resultados como um material biocompativel e bioativo,
ela possui propriedades mecéanicas de resisténcia a compressdao, moédulo de
elasticidade e resisténcia a flexao, inferiores a de 0ssos, principalmente aqueles que
suportam cargas elevadas, naturais do corpo humano/animal. Esse fato se torna um
obstaculo para aplicacbes mais amplas na industria de ortopedia, odontologia e
traumatologia, na qual os implantes muitas vezes precisam suportar cargas elevadas.

Para solucionar o problema da resisténcia da HA, existem vérias alternativas, as mais
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usuais sdo: o recobrimento de superficies metalicas com HA, garantindo a
bioatividade da superficie externa da protese, porém ndo muito satisfatério a médio e
longo prazo, ou a adi¢ao de fase de reforgo ou fundente para a HA, visando aumentar
a resisténcia mecanica e manter a prétese bioativa. Esta Ultima ser4 empregada nesse

trabalho [28] [29].

2.5.FELDSPATO

O nome feldspato vem do aleméo, significa feld = campo + spath = pedra, por
constituir cerca de 60% da crosta terrestre. Pertence ao grupo de minerais de
aluminossilicato de potassio, sédio e calcio do tipo AB4Os ( A=Ca, Na, K e B=Al, Si)
[30] [31]. Os mais comuns sao: o ortoclasio (K20.Al203.6Si0z2), feldspato de potassio
e a albita (Na20.Al203.6Si02), feldspato de sbédio. A figura 2 mostra a estrutura
cristalina do feldspato, ela é caracterizada pela substituicdo de um a cada quatro Si**
por AI** causando um desequilibrio na célula unitaria que é compensado por ions de
potassio. [30] Os cristais de feldspato séo relativamente raros, sendo encontrados em
cavidades miaroliticas e em massas de pegmatitos. Na maior parte das rochas os
feldspatos ndo apresentam fase cristalina e possuem graos em formatos irregulares.
A baixa cristalinidade do feldspato é devido a interferéncia dos minerais, presentes no
interior das rochas, durante sua formacgéao [32].

Devido a composicao quimica, o feldspato é quase tdo duro quanto quartzo e
€ usado em vidros e em ceramica, uma vez que o teor de aluminio melhora a
estabilidade quimica e fisica, enquanto o seu teor de sais idnicos, alcalis, oferece

funcéo de fundente [26]. A fusdo do feldspato é em torno de 1100°C, faz com que as
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particulas dos outros componentes do composto sejam soldadas, garantindo uma

maior resisténcia mecanica ao material.

Figura 2 - Estrutura cristalina do Feldspato Ortoclasio, Feldspato de Potassio [32].

Os diferentes tipos de feldspatos possuem composi¢des quimicas e estruturas
semelhantes. No entanto, a sua coloragao varia com a composi¢ao, podem ser incolor,
branco, ou apresentar qualquer cor se impuro. Em geral o ortoclasio tém uma
coloragédo avermelhada que varia de um rosa palido a vermelho-tijolo, enquanto que

a albita e anortita tipicos formam rochas de cores brancas a cinza escura. Os
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feldspatos podem variar de transparentes a quase opacos, dependendo de sua dureza
molar [30] [33].

A reserva de Feldspato no Brasil € da ordem de 316 milhdes de toneladas,
distribuida entre os estados do Parana (28,3%), Minas Gerais (13,3%), Paraiba
(10,4%), Rio Grande do Norte (10,2%), Rio de Janeiro (10,2%), Bahia (8,9%), Séo
Paulo (8,2%), Santa Catarina (6,2%) e Tocantins (4,3%). A producao mundial em 2013
atingiu aproximadamente 22,96 milhdes de toneladas, tendo como seus maiores
produtores: Turquia (30,5%), Italia (20,5%), China (9,1%), Tailandia (4,8%), Franca
(2,8%), Ird (2,8%), Japdo (2,6%), Espanha (2,6%), e india (2,3%). A producéo
brasileira responde por aproximadamente de 1,2% do total mundial [34].

A producédo bruta de feldspato proveniente de lavras, mineracdo direta,
regulares pelo Departamento Nacional de Producdo Mineral (DNPM) em 2013 foi de
320.048 t. O estado do Parana foi responsavel por 54,8% da producéo bruta, seguido
por Santa Catarina (15,7 %), Paraiba (11,5%), Rio Grande do Norte (6,2%), Minas
Gerais (6,1%), Bahia (5,0%), Séo Paulo (0,5%) e Pernambuco (0,2%). A producao
beneficiada, ou seja separacdo magnética para remove-lo de outros minerais,
totalizou 294.357 t, assim distribuida: Parana (60,6%), Minas Gerais (34,3%), Rio

Grande do Norte (4,3%), Sao Paulo (0,5%), e Paraiba (0,3%) [35] [36].

2.6.CAULIM

O termo caulim deriva da palavra chinesa Kauling (colina alta) e se refere a
uma colina de Jauchau Fu, ao norte da China, onde o material foi obtido pela primeira

vez. No Reino Unido essa argila é conhecida como “china clay”. O Caulim é um dos
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seis minerais mais abundante do topo da crosta terrestre, encontrados a uma
profundidade de até 10 metros [37].

O Caulim é um material formado por um grupo de silicatos hidratados de
aluminio, como a caulinita e haloisita. Porém, o caulim contém outras substancias
sobre a forma de impureza. A férmula quimica dos minerais do grupo da caulinita é
Al203.mSiO2.nH20, onde m variade 1a3 ende2a4.

O Caulim tem uma razéo de 1:1 com camadas de SiO2 com simetria estrutural
de tetraédrica e camadas de Al203 com simetria octaédrica, essas camadas criam
planos que sdo ocupados da seguinte forma: O — Si — O/OH — Al — OH que estao
apresentados na figura 3. O caulim segue uma simetria triclinica, com grupo espacial
P1 e seus parametros de rede sdoa="5,15A, b=8,95Ae c=7,40 A com angulos
a=91,68° 8 =104,87°ey =89,9° a célula unitaria do caulim é eletricamente neutra

e estavel [38] [39].

Figura 3 - Estrutura cristalina do Caulim [39]
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O Caulim também é classificado pela forma como é obtido: a) caulins
residuais, quando sdo encontrados no local em que se formaram, extraidos em lavras,
as impurezas contabilizam cerca de 40 — 50% em volume do material, consistindo de
areia, quartzo, palhetas de mica, grdos de feldspato e etc; b) caulins sedimentares,
resultantes da deposicdo e purificacdo de caulins primarios e residuais ou argilas
cauliniticas por meio de correntes de agua doce e matéria organica. Esse tipo de
caulim tem uma porcentagem menor de impurezas [26].

Sua principal aplicacdo é na industria do papel como estabilizante e para
adicionar carga, mas € amplamente utilizado como matéria prima para ceramicas,
tintas, borrachas, plasticos, remédios, fibras de vidro, catalisadores, fertilizantes e
outros [40].

As reservas mundiais de caulim sdo amplas, porém, apenas 4 paises detém
cerca de 95% do montante total, estimado de aproximadamente 14,2 bilhdes de
toneladas. A distribuicdo mundial se da por: Estados Unidos (53,0%), Brasil (28,0%),
Ucrania (7,0%) e india (7,0%). As reservas brasileiras de caulim atingiram, em 2000,
um total em torno de 4,0 bilhdes de toneladas. Os Estados que possuem maior

guantidade sdo Amazonas (63,4%), Para (18,9%) e Amapa (8,9%) [35] [36].

2.7.COMPOSTO HA, CAULIM E FELDSPATO.

O composto de HA, Caulim e Felspato vem a muito tempo sendo usado na
producéo de ceramicas conhecidas como porcelana de 0ssos. A porcelana de 0ssos
era um produto especificamente inglés até o século XIX, com uma proporc¢ao de 50%
HA, 25% de Felspato e 25% de Caulim. Apés século XIX, passou a ser produzida na

Suécia, a partir de 1960 a producao passou a ser difundida pelo mundo. Os principais
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atrativos da porcelana de ossos séo translucidez, refletividade, qualidade do vidrado
e decoracdo, além de elevada resisténcia mecanica. Este conjunto de propriedades
faz com que o custo seja mais elevado que a louca de mesa comum [41].

A porcelana de ossos apresenta uma maior tensdo de ruptura a flexdo e a
laminacéo, além de maior tenacidade, quando comparadas as outras ceramicas. O
caulim é responsavel por conferir a maior plasticidade dentro do material, embora a
cinza de ossos (HA) também possa atuar positivamente, dentro de certo intervalo de
composicdes, sobre a plasticidade [42]. A presenca do feldspato esta associada com
a capacidade de diminuir a temperatura de formacdo da fase liquida durante o
processo de sinterizacdo [43]. Esse liquido tende a preencher os poros e se comportar
como uma cola com 0os demais componentes, aumentando assim as propriedades
mecanicas do composto [30] [44]. A hidroxiapatita é responsavel por manter o material

bioativo permitindo a ligacdo do osso com a prétese, quando colocado in vivo.

2.8. TESTES DE BIOATIVIDADES IN VITRO

O requisito essencial para um material ser bioativo, ou seja, para que tenha a
capacidade de se ligar ao 0sso vivo é a capacidade de formacgéo de apatita em sua
superficie quando implantado in vivo. Essa propriedade pode ser avaliada e
reproduzida in vitro, utilizando uma solu¢do com pH e concentragdo idbnica semelhante
ao plasma sanguineo humano, um fluido corp6reo simulado (simulated body fluid —
SBF). Para isso, € necessario manter a amostra do biomaterial que se deseja testar
submersa em SBF, mantendo condigfes fisiologicas (temperatura em 36,5°C e pH

~7,40) [45].
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3. TECNICAS EXPERIMENTIAS
3.1.SINTERIZACAO

Pode-se definir a sinterizacdo como o0 aguecimento de um material ceramico,
previamente conformado sob pressdo, sem atingir seu ponto de fusdo. E tem como
objetivo unir as particulas do p6, aumentando a densidade do corpo por meio da
reducdo de porosidade [46]. O processo de sinterizagdo pode ser classifica pela
presenca, ou nao, de uma fase liquida [47]. A fase liquida é gerada por um
componente do material que possui uma temperatura de fusdo inferior aos demais,
com a funcdo de aproximar as particulas, permitindo um rearranjo na matriz e uma
estrutura mais densa [48].

A sinterizacdo sem fase liquida, ou por fase soélida, decorre do transporte do
material de forma diferente, seja por fluxo viscoso no caso dos vidros, difusdo atdmica
para os cristais ou por transporte de vapor. Em ambos os processos de sinterizacao
ocorre o aumento da area de contato entre as particulas e um empacotamento melhor
da matéria, proporcionando um material mais denso e rigido [46] [49].

A sinterizacéo via fase liquida possui trés estagios bem definidos: rearranjo das
particulas, solucao-reprecipitacdo e coalescéncia ou estado soélido. Esses estagios

estdo representados na figura 4 [50].
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Figura 4 - Esquematizacdo dos estagios da sinterizagcdo por fase liquida envolvendo mistura
de pos [51]

No primeiro estagio, o liquido forma um fluxo viscoso dentro do sélido,

permitindo que as particulas deslizem maximizando o seu empacotamento das
particulas. A densificacao por rearranjo é proporcional a quantidade de liquido que a
fase possui e a solubilidade do solido nesse liquido. O liquido transpfe a regido de
contato solido-solido dissolvendo-os e os ligando, se o material apresenta baixa
solubilidade ou baixa fracdo volumétrica de liquido havera a formacéo de pescoco

durante o aquecimento, o que diminui a densificagcéo por rearranjo [52].

No segundo estagio, € o0 estagio intermediario onde, devido ao tempo e
aumento da temperatura, h4 uma alta solubilidade nos pontos de contato das
particulas. O gradiente do potencial quimico entre as pequenas e grandes particulas,
e as focas capilares aumentam a forca de solubilidade nesse estagio, fazendo com
que haja um aumento na dissolu¢do das particulas menores. Apos a parte solida

dissolvida saturar a solucdo, ocorre a precipitagcao e acomodacao dos gréos [53] [50].
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O ultimo estégio € o mecanismo de coalescéncia ou estado sélido, que € caracterizado
pela unido de gréos de diferentes tamanhos, aumentando a sua regiao de contorno e

eliminando a porosidade do sélido [52].

3.2.ANALISES TERMICAS

Analise térmica é definida pela Confederacéo Internacional de Analise Térmica
e Calorimetria (ICTAC) como um grupo de técnicas que medem as propriedades
fisicas de uma amostra em funcéo da temperatura. Porém, para uma medida térmica
ser considerada termoanalitica ela deve obedecer aos seguintes critérios:

¢ A medida tem que ser feita sob um programa controlado de temperatura,

e A medida deve ser expressa (direta ou indiretamente) em funcdo da
temperatura,;

¢ Uma propriedade fisica tem que ser medida [54].

Dentre as técnicas as mais comuns sdo a Analise Termogravimétrica (TA), que
acompanha a variacdo da massa na amostra em funcdo da temperatura. A
Termogravimetria Derivada (DTG) que é a derivada da variacdo da massa em relacéo
ao tempo (dm/dt). Analise Térmica Diferencial (DTA) que mede a diferenca de
temperatura da amostra e um material de referéncia, o qual é termicamente inerte,
enquanto ambos sdo aquecidos. A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é
semelhante a DTA, porém em vez de medir a diferenca de temperatura, essa técnica

mede a variacdo da entalpia entre a amostra e o material de referéncia [55] [56] [54].
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3.3.DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Por se tratar de uma técnica ndo destrutiva, a difracdo de raios X é
extensamente empregada em industrias e laboratorios cientificos, quando se faz
necessario obter informacdes sobre a estrutura do material. A técnica é capaz de
determinar as fases cristalinas do material e fornecer dados referentes ao tamanho,
simetria e orientacdo dos cristais [57].

A difracdo de raios X consiste em incidir um feixe de raios X monocromaético,
ou seja, Unico comprimento de onda em um material e analisar o padrdo de
interferéncia construtiva das ondas espalhadas. Esse padrdo de interferéncia é
baseado no principio de que os cristais sdo formados por atomos ordenados
periodicamente em trés dimensdes. A interferéncia construtiva, segundo a lei de Bragg
para cristais, s6 ocorre quando o comprimento de onda do feixe de raios X for
proporcional que a distancia do espacamento entre os atomos da rede [58].

Utilizando os principios da lei de Bragg € possivel quantificar toda a estrutura
cristalina de um material. A figura 5, que exemplifica essa lei, mostra um feixe
monocromatico de raios X, com comprimento de onda 4, incidindo com um angulo 6
em um conjunto de planos cristalinos com espacamento d. Para se obter interferéncia
construtiva dos feixes difratados, € necesséario que a diferenca entre os caminhos
percorridos seja um multiplo inteiro de A. O feixe difratado pelo segundo plano de
atomos, ilustrado na figura 5, percorre uma distancia (PO+0Q) a mais que o feixe
difratado pelo primeiro plano. Portanto, a condicdo para que haja interferéncia
construtiva é:

PO +0Q =nA = 2dsin6 (D

onden=1,2,3,..;
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Figura 5 — Representacdo esquematica da lei de Bragg. Figura produzida pela autora

A figura 6 apresenta o esquema geral de um tudo de raios X. O feixe de raio X
€ emitido quando elétrons emitidos por um filamento aquecido pela passagem de
corrente elétrica sdo acelerados por uma diferenca de potencial e atingem um o alvo
metalico, contido dentro de uma capsula a vacuo. Varios matérias podem ser

empregados como alvo, sendo os mais usuais anodos de Cu, Cr, Fe e Mo. [59]

O espectro de radiacdo gerado a partir do tubo de raio X ndo € monocromatico,
pois apresenta tanto o espectro continuo, quanto o caracteristico, que contém o
comprimento de onda caracteristico do metal do alvo. Para se obter um feixe
monocromatico € necessario a utilizacao de fendas e filtros, cujas bandas de absorcao
de radiacdo permitam apenas a passagem do espectro caracteristico, ou de
monocromadores. O monocromador pode ser situado no caminho do feixe de raio X
entre a amostra e o detector ou entre o tubo e a amostra, 0 mesmo permite apenas a
passagem da radiacdo de comprimento de onda de interesse. A vantagem de se
utilizar um monocromador apds a amostra € a remocéao de radiacdes provenientes de
espalhamentos ndo coerentes, resultantes da interacéo do raio X com a amostra [60]

[61].
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Figura 6 - Esquema do tubo de raios X [60]

A figura 7 apresenta uma esquematizacdo do funcionamento de um
difratbmetro de raios X. O feixe de raios X € emitido pelo tubo de raios X, gerado pela
fonte S, passa pelo colimador A e incide na amostra C, que esta sobre o suporte H. A
amostra esta sobre movimento de rotacdo em torno do eixo O, respeitando a
geometria de Bragg-Brentano. O feixe difratado passa pelos colimadores B e F e
incide no detector G, o qual esta posicionado no suporte E. Os suportes H e E tem
seu arranjo geométrico 6 + 26, com goniémetros acoplados em cada suporte, fazendo
com que E se mova com velocidade angular de 26/passo sobre o eixo O, enquanto H
rotaciona a amostra com metade dessa velocidade angular, 8/passo. O raio do circulo
do goniébmetro é fixo, apresentando a mesma distancia entre a fonte de raio X e

amostra, e a amostra com a fenda de recepcéo.
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Circulo do
Difratometro

Figura 7 - diagrama esquematico de um difratbmetro de raios - X [60]

Para identificar os difratogramas obtidos no difratbmetro séo utilizados
programas computacionais, que analisam graficos de intensidade em funcédo do
angulo de difracdo. As amostras sao identificadas comparando o padrao de difracao
obtido com padrdes catalogados, como o arquivo JCPDS - Joint Committe on Powder
Difraction Standards. Na figura 8, esta presente o difratograma da Hidroxiapatita

natural, obtida por Babak Pourmollaabbassi [62].
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Figura 8 - Difratograma da Hidroxiapatita caracterizado utilizando as fichas JCPDS [62]

3.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A palavra microscopio tem etimologia grega e significa "pequeno” e "observar".
A microscopia tem como obijetivo tornar visivel a olho nu aquilo que esta fora do campo
da visdo humana. A forma mais antiga de se ampliar detalhes de objetos, para
observar aquilo que até entdo ndo eram visiveis é a lupa. Seguindo os instrumentos
gue utilizam lentes Opticas, sdo chamados de microscopio 6ptico, que funciona com
um conjunto de lentes para observar um objeto iluminado com luz visivel ou
ultravioleta. Porém, por conta do comprimento de onda da luz visivel, o maximo de
ampliacdo que se consegue com esse equipamento € de 2 mil vezes. Para aumentar
a capacidade de resolugdo de um microscopio passou a se utilizar radiacdo com
comprimento de onda menor que o da luz e lentes magnéticas, caracterizando um

novo equipamento o Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) [63].

A figura 9 representa um esquema de funcionamento de um MEV. Este

microscopio utiliza um feixe de elétrons no lugar de fétons utilizados em um
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microscépio Optico convencional, o que permite superar a resolucéo relacionado com
a fonte de luz branca. Um feixe de elétrons é gerado, no canh&o de elétrons, por
efeitos termidnicos no filamento de tungsténio, que utilizando a fonte de alta tensao
acelera os elétrons em direcdo a amostra. Antes de chegar a amostra, o feixe
atravessa uma série de lentes eletromagnéticas, cada conjunto responsavel por um
processo. Primeiro ele passa pelas bobinas de alinhamento, responsaveis pelo
controle da posicao do feixe na coluna no plano x, y e também por sua inclinagédo. As
lentes condensadoras vao diminuir o tamanho do feixe de elétrons para o diametro de
dezena de nandmetros, condicdo necessdaria para se ter uma boa resolucao.
Passando em seguida pelas bobinas que s&@o responséaveis pela correcdo do
astigmatismo que é causado pelas lentes colimadoras. Para possibilitar que o feixe
faca a varredura na amostra, h4 um conjunto de bobinhas responsaveis por comandar
sistematicamente a posicdo do feixe no plano x, y da amostra em forma de uma
varredura completa. Por ultimo, lentes objetivas para focalizacdo do feixe sobre a

superficie da amostra [64].

Ao interagir com a amostra, o feixe gera diversos sinais, como por exemplo
elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, elétrons Auger, raios X
caracteristicos, e etc. Esses sinais apresentam informacfes caracteristicas sobre
amostra, e consequentemente € necessario um detector diferente para cada um deles.
Por exemplo, elétrons secundarios sédo de baixa energia, precisam de um detector que
os atraia por meio de uma diferenca de potencial. Por serem de baixa energia, eles
apresentam informagfes sobre a topografia da amostra. Elétrons retroespalhados
possuem alta energia e sdo provenientes das colisdes elasticas entre os elétrons do

feixe a superficie da amostra. A imagem gerada por esses elétrons fornece, além de
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informacdes topogréficas, um contraste em funcdo do nimero atdbmico dos elementos

presentes na amostra, dando assim, informacdes especiais sobre a composic¢ao [65].
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Figura 9 - Representacdo esquematica de um Microscopio Eletrdnico de Varredura [66]

Os sinais de raios X caracteristicos permite analisar qualitativa e semi
quantitativamente a composicdo da amostra. Essa técnica € chamada de
espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS), e possibilita a identificacédo

dos elementos quimicos presentes e a determinagéo da proporgéo entre eles [57] [64].



27

3.5. TECNICAS PARA MEDIR AS PROPRIENDADES FiSICAS (CONTRACAO

LINEAR E VOLUMETRICA, DENSIDADE, POROSIDADE E ABSORCAO DE AGUA)

A variacdo dimensional é um parametro extremamente importante para a
producdo de amostras em larga escala, pois € necessario prever o quanto a amostra
ird contrair para que ela possua o tamanho desejado. Por esse motivo foi avaliada a
contracao linear (CL) e volumétrica (CV) das pastilhas. A contracao linear foi obtida
por comparacgao entre as dimensdes da amostra a verde (D1) (antes da sinterizac&o)
e as dimensdes ap0s a sinterizacdo (D2), equacao 2. Para a contragcdo volumétrica foi
utilizado o volume das amostras (TIPO 1), antes (V1) e apds da sinterizacao (V2),

equacao 3.

CL(%) = (DlD_ DZ) x100 (2)

1

Vi—V,

CV(%) = ( )x100 (3)

1

Os corpos de prova foram submetidos ao principio de Arquimedes seguindo
a norma NBR 15270 3:2005 ABNT, para quantificar a porosidade aparente (PA), a
absorcdo de agua (AA) e a densidade aparente (DA). Para isso foi necessario
determinadas as massas das amostras nas seguintes condi¢bes: Massa seca (Ms),
Massa umida (Mu), € a massa imersa (Mi) sob acdo do empuxo da agua, além de
medir a temperatura da agua para utilizar a tabela de correcdo a densidade da agua

Psgua €M funcdo da temperatura [29].

My — Mg

o) = [~ °
PA(%) (MU—MI

)x1oo 4)

AA(%) = (MUM;SMS) %100 (5)
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Mg

W) X Pagua (6)

DA(g/cm?) = (MU

3.6. TESTE MECANICO DE RESISTENCIA A COMPRESSAO E FLEXAO

A Resisténcia mecéanica é a propriedade que vai indicar o quanto um dado
material pode resistir a acao de determinados tipos de esforcos, como a tracao, flexao
e a compressdo, que sdo as: resisténcia a tracao, resisténcia a flexdo e mdédulo
elastico e resisténcia a compressao por exemplo. A resisténcia mecéanica relaciona-
se as forcas internas de atracdo existentes entre as particulas que compdem o

material [67].

Estudar as propriedades mecanicas do material garante uma eficacia maior na
producdo de novas préteses 6sseas. Uma vez que a caracteristica do material deve
ser adequada a carga que a protese ir4 receber, para que ndo ocorra problemas
futuros. Nesse trabalho foi estudada resisténcia a compressdo, que € um ensaio
destrutivo em que a amostra é deformada pela aplicacdo de uma carga padrdo de
compresséao ao longo da direcdo axial da amostra [65]. A resisténcia a compressao &

calculada através da equacao 7

4F
¢~ axpz ¢ (7)

sendo,
F a forca maxima que o material resiste,
D o diametro dos corpos-de-prova

R, a pressédo exercida sobre a amostra ou a resisténcia mecanica & compressao.
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o o fator de correcédo com relacéo a razdo entre a altura e o diametro da amostra (h/d),

apresentados na tabela 2 [68].

Tabela 2 - Fator de correcdo h/d para ensaios de resisténcia a compressao
Relacéo h/d 2,00 1,75 1,50 1,00

Fator de correcéo 1,00 0,98 0,96 0,87

A resisténcia a flexdo de 3 pontas, figura 10, consiste em apoiar o corpo-de-
prova e aplicar uma forca P de forma a produzir uma deflexdo até sua ruptura. Com
esse ensaio é possivel obter informacdes sobre o0 médulo de elasticidade ou médulo

de Young (E) e a tensao de ruptura ou tensao de flexdo do material (T) [69].

—€ L/2

Figura 10 - Ensaio de flexdo de 3 pontos em uma barra retangular submetida a uma forca P.
Figura produzida pela autora.

Para materiais cristalinos, a tensdo e a deformacédo do corpo de prova (€)
guando submetido a essa tensédo sao proporcionais, obedecendo a lei de Hooke, na
forma da equacéo 8

Tr = E.€ (8)

O modulo elastico pode ser determinado por meio do coeficiente angular do

gréfico da forca aplicada pela deformacao da amostra, como mostra a figura 11 [70].
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Figura 11 - Curva da deformag&o no regime elastico linear, utilizando a equagéo de Hooke
para determinar o coeficiente angular do grafico [70]
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. OBTENCAO DE HIDROXIAPATITA BOVINA

Para obtencdo da HA bovina, os 0ssos bovinos foram fervidos e depois
lavados com uma escova para a remocéao de parte da matéria organica, como tecidos
musculares, cartilagens e gorduras. ApOs lavagem, os ossos foram secos em
temperatura ambiente e calcinados a 800°C por 2 horas e tratados termicamente a
900°C por 4 horas, obtendo apenas a fase mineral 6ssea. O material foi colocado em
moinho de bolas de baixa energia por 24 horas via Uumida, com agua destilada, e
depois seco em estufa a 100°C e desaglomerado em almofariz de porcelana, e por

altimo peneirado em granulometria de 100# ABNT.
4.2. PRODUCAO E SINTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Um dos objetivos desse trabalho foi a obtencédo de materiais mais resistentes
e a hidroxiapatita pura, porém que mantenham as propriedades bioativas. Dessa
maneira, foram testadas diferentes propor¢des (em massa) entre os precursores de
acordo com a Tabela 4. Na sintese dos compdésitos, optou-se por manter as mesmas
proporcdes de caulim e feldspato (1:1) e variar a quantidade de hidroxiapatita, de 10
em 10%, iniciando em 60% de HA.

Apoés pesados nas proporcdes presentes na tabela 3, os compostos foram
misturados em moinho de baixa energia da Acb Labor, Figura 12, por 24 horas, via
Uumida, na razdo 1:1:1 em massa de bolas, p6 e agua destilada. Optou-se por realizar
a moagem em um moinho de baixa energia, pois € o método mais utilizado na industria
atualmente, tendo em mente que o intuito do trabalho € um material com processos

de producao de baixa complexibilidade. Apés a moagem, o material foi seco em estufa



32

por 24 horas, desaglomerado em almofariz de porcelana e peneirado a uma

granulometria de 100#.

Tabela 3 - Concentragdo dos compostos obtidos a base de hidroxiapatita, caulim e feldspato

N

ga b W N P

Amostras
60%HA
70%HA
80%HA
90%HA

100%HA

Hidroxiapatita %
60
70
80
90
100

Feldspato %
20
15
10

Figura 12 - Moinho da Acb Labor de baixa energia utilizado.

Caulim %
20
15
10

Foram produzidos trés tipos de corpos de prova para estudos durante esse

trabalho: pastilhas cilindricas de 6 mm de diametro e 2 mm de espessura, prensadas

a uma presséao de 145 Mpa em prensa uniaxial, cilindros de 10 mm de diametro e 10

mm de altura e barras de 4x3x30mm (altura x largura x comprimento) ambos

conformados na prensa uniaxial e prensados na prensa isostatica a 450 Mpa. Os

corpos de prova foram sinterizados a 1150°C por um periodo de 4 horas, com taxa de

aguecimento de 5°C/min. As pastilhas foram utilizadas para os testes in vitro de
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bioatividade, enquanto as demais para o0s testes de resisténcia mecanica, as
cilindricas para o de compressdo, densidade, porosidade e contracdo linear e

volumeétrica, e as barras para o de deformacéo elastica.

4.3. ANALISE TERMICA

O equipamento utilizado para as analises térmicas foi um SDT Q600 da TA
Instruments localizado no Centro Institucional Multidisciplinar de Pesquisa Cientifica e
Tecnologica (CIMPE) pertencente ao Grupo de Fisica Aplicada do departamento de
Fisica da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO). Nesse equipamento
€ possivel medir curva de DSC simultaneamente com a de DTA. As medidas foram
realizadas nas amostras descritas na tabela 3, na forma de po e antes da sinterizacao.
Foram utilizados cadinhos de alumina e elas foram aquecidas de 20° até 1200°C a
uma taxa de 10°C/min, a um fluxo de 100 mL/min de gas nitrogénio. Para material de

referéncia foi utilizado um cadinho de alumina vazio.

4.4, CARACTERIZACAO DOS CORPOS DE PROVA

A variacao dimensional foi obtida por comparacao entre a medida do diametro
e a altura das amostras cilindrica, prensadas a 450Mpa, antes da sinterizacdo e apos
a sinterizacdo. As medidas foram realizadas com um paquimetro digital Jomarca
(Guarulhos, Brasil) com precisdo de £ 0,05 mm. O valor da variacdo dimensional

corresponde ao valor médio de duas medidas realizadas em 5 amostras.

Para medir a densidade, porosidade a absor¢cdo de agua das amostras foi

utilizado o principio de Arquimedes, com a técnica de imersdo com liquido. As
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pastilhas foram secas por 12 h em um forno mufla a 100 °C e sua massa foi medida
utilizando a balanga digital Shimadzu AUW220D, com a utilizagdo do acessorio
Specific Gravity Measurement Kit, da figura 13. Utilizando o aparato a esquerda as
amostras foram mantidas em vacuo de 10 a 10 Torr por 2 horas, em seguida foi
adicionado agua dentro do dissecador para inundar as amostras e retirada as mesmas
do vacuo. Ao colocar as amostras em baixa pressao o ar de dentro dos poros
superficiais € retirado e entdo preenchido com agua, quando a amostra é apenas
deixada em imersao, sob o liquido a pressédo atmosférica, a pressédo interna do ar nos
poros pode dificultar o preenchimento dos mesmos pelo liquido. As amostras
permanecem na agua por 30 min para o sistema ficar homogéneo, apds esse periodo
foi realizada as medidas das massas das amostras impregnadas com agua e das

massas sob 0 empuxo. O teste foi realizado em 5 amostras para cada concentracdo

[71].

Figura 13 - Aparato experimental para imersao e impregnagéo das amostras com agua para
medidas de densidade a esquerda e balanga com o acessorio Specific Gravity Measurement
Kit utilizado para medir o empuxo a direita.
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4.5. DIFRACAO DE RAIO X

Os difratogramas de raios X presentes nesse trabalho foram obtidos utilizando
um difratbmetro Shimadzu (XDR-7000), com radiacdo Cu Ka (A = 1, 54439 A) presente
nas instalacbes do Grupo de Desenvolvimento de Dispositivos Multifuncionais
(GDDM) da Universidade Estadual de Maringa. Medidas foram realizadas a
temperatura ambiente, com tempo fixo de parada de 10s e passo de 0,02° no intervalo

20 de 20 a 70°.

4.6.MEV e EDS

A anadlise das pastilhas, para avaliar se o material é bioativo ou ndo pelo
crescimento de apatita na superficie da amostra, foi feita utilizando o microscopio
eletrbnico de varredura FEI (QUANTA - 250) localizado no Complexo de Apoio a
Pesquisa da Universidade Estadual de Maringa (COMCAP-UEM). As amostras foram
fraturadas, para avaliar além da superficie, a sessdo transversal da amostra e

guantificar a espessura da camada de apatita.

4.7. TESTES DE RESISTENCIA MECANICA

As medidas de resisténcia a compressao foram realizadas seguindo as normas
da ASTM C773 — 88 de 2011 e a ABNT NBR 5739 de 2015, para os testes de flexado
foram utilizadas as normas da ASTM C1161-13 de 2014 e a ISO 6872 de 1995 para
ceramica odontoldgica. O equipamento utilizado foi a maquina de ensaios universal
Shimadzu AGS-X 100 kN a velocidade de 3 mm/min, pertencente ao Grupo de Fisica

Aplicada em Materiais (GFAMA) da UNICENTRO. As condi¢cdes de contorno das
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amostras foram com dimensdes de 10 mm de diametro por 10 mm de altura para os
cilindros utilizados no ensaio de compressao e de 3 mm de altura, 4 mm de largura e

30 mm de comprimento para as hastes utilizadas nos ensaios de flexdo.

4.8. TESTES DE BIOATIVIDADE

Os testes de bioatividade in vitro utilizando SBF foram realizados seguindo o
protocolo proposto por Kokubo e Takadama em 2006 [32]. Além do SBF convencional,
nesse esse trabalho, os reagentes foram utilizados em concentracédo 1,5x em relacéo
a receita original, para a obtencéo de resultados mais rapidos. Antes da sintese do
SBF todo material utilizado (vidraria) foi lavado com agua e sabdo, em seguida
enxaguado com agua destilada, solucdo de hipoclorito de sédio (1 — 2 %), agua
destilada, &cido cloridrico a 1 mol e agua milli-Q, respectivamente.

A preparacéo do fluido consiste basicamente de trés etapas: Primeiramente, 0s
reagentes da tabela 4 foram dissolvidos em agua milli-Q do 1 ao 8, respectivamente,
mantendo-se a temperatura entre 36,5 + 1,5°C com o auxilio de um banho térmico
com agitador magnético. Em seguida, utilizou-se os reagentes 9 e 10 para ajustar o
pH da solucdo em 7,4 (pH do sangue) na temperatura exata de 36,5 °C. Por fim, o
SBF foi filtrado em uma membrana com poros de 0,2 um e armazenado em recipiente
de plastico a uma temperatura entre 5 - 10°C por até 30 dias.

Antes do teste de bioatividade, as amostras foram lavadas em ultrassom, por
10 minutos com acetona, 10 minutos com agua destilada e mais 10 minutos em alcool
etilico e secas em estufa a 60°C por no minimo 12 horas.

Os testes in vitro foram realizados em tubos falcon de plastico contendo a

amostra imersa em 30 ml de SBF. Durante o teste, os tubos ficaram imersos em banho
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térmico, para manutencdo da temperatura em 36,5 °C, as amostras ficaram em

imersao por 21 e 60 dias em SBF padrao e 14 dias em SBF 1,5x.

Tabela 4 - Reagentes utilizados na producédo do Fluido Corpéreo Simulado na concentracéo
padréo e na 1,5x (SBF1,5x), escalados pela ordem de utilizacdo

Ordem Reagente Massa /Vol.— SBF | Massa/Vol. — SBF 1,5
1 NaCl 8,035¢g 12,0525 g
2 NaHCOs 0,355¢g 0,5325¢
3 KCI 0,255 ¢ 0,3825¢g
4 K2HPO4x3H20 0,231¢g 0,3465 g
5 MgCl2x6H20 0,311 g 0,4665 g
6 1,0Mol — HCI 39 ml 58,5 ml
7 CaCl2x2H20 0,387 g 0,5805g
8 Na2S04 0,072 g 0,1080 g
9 Tris 6,118 g 9,1770 g
10 1,0Mol — HCI 0-5mil 0-7,5ml
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITA DE ORIGEM BOVINA

O difratograma de raio X, presente na figura 14, corresponde a Hidroxiapatita
obtida pela limpeza, calcinacdo a 800°C por 2h e tratamento térmico a 900°C por 4h
dos ossos bovinos, o fato de aparecerem somente picos de HA comprova que esse
método para obtencdo de HA monofasica é eficiente. A formula quimica dessa HA é

Cag(PO4)3(0OH), com estrutura de simetria Hexagonal do grupo espacial P6s/m.

A vantagem de se utilizar ossos bovinos para obtencéo de hidroxiapatita é que
se obtém uma Unica fase de fosfato de calcio, comparado com 0s 0sso0s de peixes em
que geralmente se obtém uma ceramica bifasica, além de ser menos trabalhoso o

processo de limpeza e obtengdo dos ossos [72].

= 100% Ha

Intensidade (u.a.)

26

Figura 14 - Difratograma da amostra 100 % Hidroxiapatita feito com fonte de Cu apés os
processos de calcinacdo a 800°C por 4h e a 900°C por 2h e moagem, identificacdo de fase
utilizando a ficha 00-009-0432 do banco de dados JCPDS (Joint Committee on Powder
Difraction Standards).
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5.2. ANALISE TERMICA.

Na figura 15 de a) a f) estdo apresentadas as curvar de termogravimetria (TG)
e da analise térmica diferencial (DTA) para cada concentracdo do composto estudado
nesse trabalho. Além das amostras com as variadas concentracfes de hidroxiapatita,
também foi analisada a amostra de 50% de Caulim + 50% de Feldspato (a), para
compreender melhor o comportamento dessas argilas sob variacdo de temperatura e
observar o ponto de fusédo do feldspato, que tem funcéo de fundente no composto.
Em a) em torno de 550°C, marcado com a flecha azul, ocorre a transformacéo da
caulinita (Al203.2Si02.2H20) em metacaulinita (Al203.2Si02), que é uma reacao
endotérmica e que ocorre em conjunto com a reorganizacdo atomos de aluminio na
estrutura do caulim ao perder as hidroxilas fortemente ligadas. Em ~990 °C ocorre a

formacdo da fase liquida ao se atingir a temperatura eutética do Feldspato [73].
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Figura 15 - Analise Termogravimétrica, com as curvas de perda de massa em preto e
diferencial térmica em azul, no intervalo de 20 a 1200°C com taxa de aquecimento de 5°C/min
das amostras. a) 50% de Caulim + 50% de Feldspato, b) 60% Hidroxiapatita + 20% de Caulim
+ 20 % de Feldspato, c) 70% Hidroxiapatita + 15% de Caulim + 15 % de Feldspato, d) 80%
Hidroxiapatita + 10% de Caulim + 10 % de Feldspato , €) 90% Hidroxiapatita + 05% de Caulim
+ 05 % de Feldspato e f) 100% hidroxiapatita.

De a) a f) é perceptivel o primeiro estagio de aquecimento, até
aproximadamente 300 °C que é a perda de agua na forma de vapor, que para essas

concentracfes a perda de agua esta entre 1 e 2%. O segundo estagio, de 400 a 800
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°C, ocorre dois processos importantes, de 400° a 520 °C a queda acentuada da massa
em todas as amostras devido a desidroxilagdo do caulim. E de 520 até 800 °C ocorre
a reorganizacdo dos &tomos de aluminio provenientes do caulim e a perda de ions
carbonatos e hidroxilas da hidroxiapatita [73]. O ponto de eutético do feldspato, ou
seja, a temperatura que ha a formacgédo da fase liquida, muda de acordo com a
composicdo do material. A amostra que contém o ponto na temperatura mais alta é a
de 90% de hidroxiapatita (e) que € em torno de 1090°C. Por esse motivo temperatura
escolhida para a sinterizacdo das amostras foram 1150°C, para ter a fase liquida
decorrente da fusdo do feldspato. Nesta temperatura o material tem perda de
aproximadamente 5% de massa para as amostras de 60 e 70% de hidroxiapatita, ~4%
para as amostras de 80 e 90% de hidroxiapatita e 2,5% para a amostra de 100% de

hidroxiapatita.

5.3. CARACTERIZACAO DOS CORPOS DE PROVA

Na figura 16 estédo apresentados os difratogramas de raios X das amostras em
pastilhas, sinterizadas a 1150 °C por 4 horas em atmosfera livre. Ao mudar a
proporcao dos precursores na amostra, muda-se também as fases cristalinas que se
consegue identificar no raio X. Utilizando-se difratogramas de banco de dados do
programa JCPDS foram identificadas as fases cristalinas nas amostras de 90% de HA
e de 80% de HA. Elas possuem um padrao de difracdo que foi indexado com picos

referente a hidroxiapatita (ficha JPCDS 00-009-0432), fosfato de tricélcico (B-TCP)

Caz(PO4)2 (ficha JPCDS 00-009-0169), anortita Al203.2Si02 (JPCDS 00-003-0505)
e oxido de silicio SiO (ficha 00-030-1127). Porém nas concentracdes 60 e 70% a

hidroxiapatita desaparece e s6 permanecem as demais fases.



42

Nas amostras com 90 e 80% de hidroxiapatita sdo possiveis observar as duas

fases de fosfato de calcio. Ao conter as duas fases de apatita (HA e B-TCP) a amostra

tendem a ser mais reativas, quando imersas em meio fisiolégicos, pois assim se

assemelha mais com a hidroxiapatita mineral encontrada no osso humano [74] .

Intensidade (u.a.)
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Figura 16 - Difratograma de raios X dos compostos na forma de pastilha sinterizada a 1150°C.
Realizados com tubo de Cu. Identificacdo de fase utilizando as fichas do banco de dados
JCPDS (Joint Committee on Powder Difraction Standards). Sendo * = hidroxiapatita; ¢ = B-
TCP; ¢ = anortita; o = 6xido de silicio.

E conhecido da literatura [41] [75] [76] que a hidroxiapatita se decompde, em

altas temperaturas de sinterizagdo, formando Oxido de calcio (CaO) e o B-TCP,

seguindo a reacao:

Ca(OH)2.3Ca3(P0Oa4)2 —» CaO + H20 + 3 3-Cas(POa)2

O oxido de calcio liberada reage com o metacaulinita (caulim desidratado)

Al203.2Si0O2, formando a anortita. Essa reacdo € descrita como:
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CaO + Al203.2Si02 —» Ca0.Al303.2Si02

A Anortita possui estrutura de simetria triclinica do grupo espacial C-1, e o -
TCP simetria romboédrica e grupo espacial R-3c. O Oxido de Silicio é devido ao silicio

presente no feldspato, que fo utilizado como fase de refor¢o ou fase liquida.

A decomposicéo em diferentes fases da hidroxiapatita ocorre no processo de
sinterizagdo, a figura 17 apresenta o difratogramas da amostra de 90%HA antes e
apos a sinterizacdo. A amostra a verde ndo apresenta a fase B-TCP e a fase da

anortita.

* = Cas(PO4)3(OH)

¢ ¢=Ca3(POy)
= CaO.AI203.2Si02
€ ¢ o=SiO

: * | ’\(WJ\/‘/ 8 ’
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Figura 17 - Difratograma de Raio X da amostra 90% HA antes e depois da
sinterizagdo, caracterizagao de fase utilizando as fichas do banco de dados JCPDS (Joint
Committee on Powder Difraction Standards). Sendo * = hidroxiapatita; ® = B-TCP; ¢ = anortita;
o = 6xido de silicio.

A Hidroxiapatita € a fase mais estavel termodinamicamente dos fosfatos de

calcio em temperatura até 1200°C. A presenca do caulim e do feldspato diminui a
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temperatura de decomposicdo da HA alterando as fases encontradas na amostra.
Esse processo pode afetar diretamente o desempenho final do composto, alterando
suas propriedades fisicas e quimicas. Por outro lado, sinterizar a amostras em
temperaturas menores, ou por tempo de processamento menor, ndo garante uma boa
densificagdo do composto e influéncia negativamente nas propriedades mecéanicas

[77][78] [79].

A sinterizacdo com fase liquida influéncia diretamente em algumas
propriedades fisicas e mecéanicas da amostra. A variagdo dimensional, porosidade e
densidade séo propriedade que dependem da proporcao entre fundente e os outros
componentes que a amostra contenha. Na figura 18 estd o grafico que mostra a
contracao linear e volumétrica apls a sinterizacdo das amostras. Para os extremos
analisados, a contracao linear passa de 3,98% na hidroxiapatita pura para 8,7% na
concentracdo de 80% de hidroxiapatita. J& contracdo volumétrica passa de ~12,5%
para ~25% para essas concentracdes. Essa variacdo dimensional proporcional a
quantidade feldspato na composicdo da amostra é consequéncia da fase liquida
preencher os poros e torna-la mais densa. Esse comportamento é comprovado com
os testes de imersdo em liquido, empuxo, baseado na teoria de Arquimedes, como

resultados apresentados na figura 19.
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Figura 18 - Contracéo linear (diametral) e Contragdo Volumétrica das amostras cilindricas
durante o processo de sinterizagéo

A densidade da hidroxiapatita pura obtida neste trabalho foi 2,05 g/cm® e a
densidade tedrica da hidroxiapatita sintética densa é de 3,156 g/cm?3. [80] Ao adicionar
o caulim e feldspato na composi¢c&do da amostra ocasionou um aumento da densidade.
Esse aumento foi de 5,6% para a concentracéo de 90% de HA, 14,6% para 80% de
HA e 19,9 e 20% para as concentragbes de 70 e 60% de HA, respectivamente,
mostrando que a sinterizacao por fase liquida é eficiente para aumentar a densidade
do composto. A porosidade também diminui com o aumento da concentracao de argila
no composto, em relacéo a hidroxiapatita. Os compostos de 60 e 70% de HA possuem
porosidade igual a 2,3 e 3,3%, ja a absorcéo de agua € 0,96 e 1,4%, respectivamente.
A amostra de 80% HA tem 20,8% de poros aparentes e 9,1% de absorcéo de agua.
As amostras de 90 e 100%, por sua vez, possuem 28,1 e 35,2% de poros e 13,5 e

22,9% de absorcao de agua, respectivamente.
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Figura 19 - Densidade, porosidade e absor¢do de agua para amostras prensadas a 450 MPa
e sinterizadas a 1150°C por 4 horas em atmosfera livre

5.4. PROPRIEDADES FiSICAS DOS CORPOS DE PROVAS

Na tabela 5 esta apresentada a influéncia da adicdo de caulim e feldspato na
resisténcia mecanica a compressao e no modulo de elasticidade da hidroxiapatita. A
hidroxiapatita ndo possui propriedades mecanicas o suficiente para ser utilizada pura
em préteses que requerem muito esforco, na tabela 6 é ilustrado para comparacao a
resisténcia mecanica de alguns 0ssos. A sinterizacdo com fase liquida aumenta as
propriedades mecanicas, tornando o composto mais adequado para substituir esses
tipos de ossos. Os compostos 60% e 80% de HA se mostraram 0s mais resistentes
podendo ser utilizados em proteses para substituir ossos do brago, como o humeros,
radiuos e ulna. Porém para ser utilizados em préteses de fémur ou tibia € necessario
aumentar ainda mais essa propriedade. Estudos da pressdo de compactacdo das

pecas e variacdo da temperatura, buscando uma temperatura ideal para cada
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concentracdo podem tornar viavel tais propriedades. Estes estudos estdo previstos

como perspectivas deste trabalho.

Tabela 5 - Relagéo da Resisténcia & Compressao e Moédulo de elasticidade das amostras e
0ss0s. Os valores referentes aos ossos foram retirados do livro J. B. Biomaterials Principles
and applications de Park, J.B. [81]

Tipo Méddulo de Elasticidade Resisténcia a compressao

(GPa) (MPa)
Femur 17,2 167
Tibia 18,1 159
Peronio 18,6 123
Humerus 17,2 132
Radius 18,6 114
Ulna 18 117
60%HA 57,99 £5,42 131,99 + 11,26
70%HA 20,39+ 3,23 50,72 £ 26,11
80%HA 37,53 +£6,56 139,89 +17,90
90%HA 31,87 +2,74 112,23 £39,42
100%HA 15,31+0,70 64,78 +7,76

A amostra de 70% de hidroxiapatita apresentou a menor resisténcia mecanica
a compressao e modulo de elasticidade menor, pois ao ser sinterizada a proporcéo
entre fase liquida e fase solida ndo se comportou bem nessa temperatura, visto que
para cada proporcdo ha uma temperatura ideal de sinterizacdo. A amostra apresentou
rugosidade na superficie, decorrente da fase liquida, bolsdes de ar e rachaduras
internas, conforme apresentado na figura 20. Estes mecanismos foram responsaveis
por deixa-la mais fragil, em relagdo aos outros compostos. A microestrutura interna da
amostra nao interfere diretamente na porosidade da amostra, visto que o0s testes
realizados nesse trabalho medem o0s poros abertos, que estdo na superficie da
amostra. Isso justifica o porqué a amostra de 70%HA tem alta densidade e baixa

resisténcia a compressao.
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Figura 20 - Micrografia da fratura da amostra 70% de hidroxiapatita que mostra as rachaduras
internas da amostra

Além do médulo de elasticidade, os testes de flexdo informam sobre a tenséo
de ruptura, ou a tensdo maxima ou ainda resisténcia a flexdo que o material suporta.
O composto de 60% de HA suportou 71,72 + 5,02 MPa, sendo o mais resistente entre
0s compostos estudados nesse trabalho. A amostra de 70% apresentou 52,42 + 2,61
MPa, valor bem superior ao encontrado na literatura apresenta resisténcia a flexao de
27,3 + 0,50 para compostos de 70% de Hidroxiapatita e 30% de alumina (Al203). [82]
Da mesma forma, os resultados da amostra de 80%( 57,82 + 2,6 MPa), a de 90%
(29,29 + 1,55 MPa) e a de 100% de hidroxiapatita (24,68 + 1,61 MPa) sao
promissores. Em suma, a adicdo de 10% de fase de reforgo, as argilas utilizadas no
composto, na hidroxiapatita dobrou sua resisténcia mecanica a compressao, modulo
de elasticidade e também teve aumento significativamente a tenséo de ruptura. Além
disso, a amostra de 80% dobrou sua a tensdo maxima suportada. Olhando para a

literatura, Braganca et al [41] obtiveram resisténcia a flexado de 71 + 0,72 MPa para
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compostos de 50% de HA + 25% caulim + 25% feldspato sinterizado a 1280 °C e 51
+ 0.46 MPa para a temperatura de sinterizacao de 1200 °C. Esse resultado nos indica
que é possivel melhorar as propriedades fisicas das amostras estudadas nesse

trabalho com a variacdo de temperatura de sinterizacéo.

5.5. TESTES DE BIOATIVIDADE

Nesse topico serao discutidos os resultados dos testes de bioatividade in vitro,
pela imersdo da amostra em SBF. Para isso foram utilizadas as técnicas de difracao
de raios X, Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de raios X
em Energia Dispersiva (EDS). Para manter um padrdo na andlise da bioatividade por
crescimento de apatita em testes in vitro, serdo apresentadas as imagens de MEV de
0, 21 e 60 dias para SBF convencional, e 14 dias para SBF 1,5x apenas para as

mostras que mostraram bioatividade nessa solucao.

Amostra 100%

Na figura 21 sdo mostrados os difratogramas das pastilhas de 100% de
Hidroxiapatita antes e apds imersao em SBF com 21 dias de experimento. Foi utilizado
a ficha 00-009-0432 do banco de dados JCPDS para identificar os picos referentes a
hidroxiapatita. Aos 21 dias de imersao os resultados de DRX indicam crescimento de
apatita. Devido a orientacdo preferencial da apatita na dire¢ao [001] o pico (002) tem
um aumento de intensidade proporcional ao tempo de realizagdo do experimento. Ha
a formacédo de um halo amorfo a partir de 27° até o angulo de 35°, causando a
sobreposicao dos picos no range 20 de 30 a 34° e o diminuicdo dos picos entre 28 e

29°. Esses fatos sao indicativos do crescimento de apatita, pois a apatita além de
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possuir direcdo preferencial, possui também baixa cristalinidade [45] [83]. Nao foi
necessario manter a amostra por 60 dias em SBF, visto que, em 21 dias ja

apresentava um crescimento de apatita uniforme por toda a superficie da amostra.

100% Ha - 21 dias

(211)

(002)

Ha - 0 dias

Intensidade (u.a.)

25 30 35 40 45

29

Figura 21 - Difratogramas da amostra 100 % HA imersa por 7, 14 e 21 dias em SBF, feito
com tubo de Cu. ldentificacéo de fases utilizando a ficha do banco de dados JCPDS

Na figura 22 sdo apresentadas as micrografias de superficie e da seccao
transversal de fratura da amostra 100%Ha com 0 e 21 dias em imersdo em SBF. No
item c) é possivel observar a camada de apatita formada sobre a superficie da
amostra, com estrutura craquelada tipica da apatita que € depositada em imersao em
SBF. Na imagem d) é visivel essa camada na fratura da amostra. Essas
caracteristicas definem o comportamento da bioatividade conhecida da hidroxiapatita
[84]. Em b) e d) é possivel observar que a fratura € intergranular, ou seja, a fratura

ocorre ao longo do contorno do grdo, mostrando que o material é fragil [85].
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Figura 22 — Microscopia eletronica de varredura da amostra 100%HA com a) Superficie da
amostra sem imersao em SBF; b) fratura da amostra sem imersdo em sbf. ¢) superficie da
amostra com 21 dias de imersdo em SBF; d) fratura da amostra com 21 dias de imersdo em
SBF.

Amostra 90%

A figura 23 apresenta as micrografias da amostra de 90% de HA com 0, 21 e
60 dias de imersdo em SBF. As imagens a) e b) mostram a superficie e a fratura da
amostra antes da imersao no SBF, respectivamente. Em a) a morfologia da amostra
apresenta graos arredondados caracteristicos da estrutura da hidroxiapatita [86] e em
b) a fratura é transgranular devida a fase liquida na sinterizacdo, mostrando que o
material € mais resistente [85]. Em c¢) os graos de HA vao diminuindo e a superficie
se torna mais porosa, apos a imersdo de 21 dias em SBF. Em e) A superficie
apresenta uma morfologia diferenciada, cuja analise por EDS (figura 23 g)) demonstra
uma baixa concentragdo de célcio e fosforo, ou seja, a amostra liberou os fosfatos de
calcio de sua composi¢do durante a imersdo em SBF. Em f) esse fenbmeno é mais

visivel, ao se medir o EDS da fratura, de onde a amostra ainda apresenta a
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composicao inicial de 90% de Hidroxiapatita, na regido 2, enquanto na superficie,
regido 3, silicio e aluminio sédo predominantes.

A dissolucdo de Ca e P da amostra em SBF ndo é bem descrita na literatura,
amostras com estruturas vitreas tem seus outros elementos dissolvidos e ha a
deposicao de apatita na sua superficie. Porém, o fato da amostra néo liberar aluminio
ou silicio durante o teste in vitro € uma vantagem, pois ions de Al liberados na corrente

sanguinea podem aumentar a citotoxicidade do material in vivo [87] [88] [89].
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Figura 23 - Imagens obtidas por MEV do composto 90% de Hidroxiapatita; a) Superficie da
amostra sem imersdo em SBF; b) fratura da amostra sem imersdo em sbf. c) superficie da
amostra com 21 dias de imersao em SBF; e) fratura da amostra com 21 dias de imersdo em
SBF; e) Superficie da amostra com 60 dias de imersdo em SBF e regido selecionada para
fazer EDS; f) Fratura da amostra de 60 dias de imersdo em SBF; g) EDS da superficie da
amostra ap6s 60 dias em imersao; h) EDS da fratura da amostra ap6s 60 dias em imersao,
da regido 2 mais interna; i) EDS da fratura da amostra de 60 dias em imerséo da regiao 3,
onde ressalta a perda de célcio e fosforo em SBF.
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Os difratogramas de raios X presentes na imagem 24 sao da pastilha de
90%HA antes e apoés 21 dias em imersdo em SBF. A Unica diferenca apresentada é a
diminuicdo do pico (211) da fase da hidroxiapatita que pode ser explicada pela
diminuicdo de hidroxiapatita na superficie da amostra durante o teste in vitro. Os
demais picos nao apresentam mudancgas, pois o feixe de raios X tem uma
profundidade de penetracdo na amostra ~30 um e como em 21 dias a dissolugcéo da

hidroxiapatita € superficial a difracéo de raios X detecta a hidroxiapatita interna.

R
N
z S :
_ 8 8
]l: i
S 90%HA 21 dias
=T
< S 3 &
m 1
8 S
3 & P Pt
.y
o
9 5
90%HA 0 dias
| L | y | ' I 3 | ¥ I , | ¥

26 28 30 32 34 36 38 40

Figura 24 - digratograma da amostra 90%HA com 0 e 21 dias em imersdo em SBF.
Diminuicdo do pico (211) da hidroxiapatita em relagdo ao pito (021) do B-TCP comprovando
a dissolucao da hidroxiapatita da superficie durante o teste in vitro.

Alternativamente, estudos em SBF com concentracdo 1,5x maior em relagao
aos solventes que o SBF padrao € possivel observar-se o crescimento de apatita na
superficie da amostra. Acredita-se que o SBF mais concentrado acelera o processo

de formacdo de apatita em materiais bioativos. Na figura 25 esta presente a
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micrografia da amostra 90%HA com 14 dias de imersdo em SBF 1,5x, na superficie
da amostra (a) € possivel observar o mesmo padrdo de apatita que na amostra
100%HA (figura 18 em (c)). Em (b) na (figura 25) mostra a fratura da amostra revela
a camada de apatita que cresceu sobre a superficie do material, com

aproximadamente 20 um de espessura.

Figura 25 - Micrografia da amostra 90%HA com 14 dias de imersao em SBF 1,5. a) superficie
da amostra que destaca o padréo craquelado do crescimento da apatita; b) fratura da amostra
gue destaca a camada de apatita que cresceu na superficie

Amostra 80%

Ao contrario da amostra 90%HA, a amostra 80%HA apresenta crescimento de
apatita em SBF padrao, com 60 dias de imersdo, como € apresentado na figura 26.
As imagens a) e b) mostram a superficie e a fratura da amostra antes da imersao no
SBF. Em a) a morfologia da amostra apresenta graos arredondados caracteristicos
da estrutura da hidroxiapatita e em b) a fratura é predominantemente transgranular
devida a fase liquida na sinterizacdo, o que justifica 0 aumento no modulo de
elasticidade apresentado na tabela 3, comparando com a relagdo a amostra de
100%HA [85]. A amostra também tem sua hidroxiapatita diluida da superficie, apds a
imersdo em SBF por 21 dias. Em e) é possivel observar o crescimento de apatita na

superficie da amostra, apos 60 dias de imersdo em SBF. Porém também é perceptivel,
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no EDS presente em @), que onde ndo ha crescimento de apatita ocorre a dissolugéo
do calcio e fosforo. Em h) a andlise por EDS feite sobre a camada de apatita mostra
que esta é rica em fésforo e célcio, como esperado. Em f) a fratura da amostra permite
observar a espessura da camada de apatita formada durante a imersao,

aproximadamente 15 pm.
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Figura 26 - Imagens obtidas por MEV do composto 80% de Hidroxiapatita; a) Superficie da
amostra sem imersdo em SBF; b) fratura da amostra sem imersdo em sbf. ¢) superficie da
amostra com 21 dias de imersdao em SBF; e) fratura da amostra com 21 dias de imersdo em
SBF; e) Superficie da amostra com 60 dias de imersdo em SBF e regides selecionadas para
analise por EDS; f) Fratura da amostra de 60 dias de imersdo em SBF; g) EDS da superficie
da amostra onde nao apresenta crescimento de apatita apés 60 dias em imerséo; h) EDS da
superficie da amostra na regido de crescimento de apatita apos 60 dias em imerséo.
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Para analisar melhor a interface entre o crescimento da apatita e a superficie
da amostra foi feito imagens de MEV mais detalhadas dessa regido, apresentadas na
figura 27. Como houve a dissolucdo da hidroxiapatita durante o periodo de imerséo
em SBF, a amostra ficou com sua superficie mais porosa como é observado em a)
(figura 27) a apatita se forma dentro dos poros. Em b) é possivel observar que, mesmo
onde ndo houve formacdo de uma camada de apatita na superficie da amostra, os
poros estédo preenchidos pela fase inicial do crescimento de apatita. Essas imagens
mostram o potencial desse material de servir como um scalfold, que pode auxiliar a
formacao de osso dentro do biomaterial e a irrigacdo com vasos sanguineos quando

implantado in vivo.
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Figura 27 - Microscopia eletronica de varredura da amostra 80%HA com 60 dias de imerséo
em SBF. a) a interse¢do do crescimento de apatita na superficie da amostra, mostrando a
apatita ocupando os poros formados pela dissolu¢do da hidroxiapatita. b) Fratura da amostra
que mostra a formacéo de apatita no interior dos poros.

Amostra 70%

Os resultados do teste de bioatividade in vitro para a amostra 70%HA estao
presentes na figura 28. Em a) a superficie e em b) a fratura da amostra antes da
imersdo em SBF, onde é possivel observar a fase liquida na superficie e a estrutura
interna na fratura da amostra. Em c) e d), com 21 dias de imersao, é possivel observar
a mudanca na estrutura devido a perda de hidroxiapatita da superficie durante o

experimento. Em e) e f) apos 60 dias de imersdo a superficie esta mais porosa, com
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pouca quantidade de calcio e quase nenhuma de fosforo, conforme andlise de EDS
da regiao presente em g). O EDS da regido 2 em f) mostra a proporgao inicial do
composto, a qual o célcio e o fésforo sdo componentes predominante, na borda da
amostra (regido 3) ha uma diminuicdo significativa das quantidades desses
elementos, e o silicio passa a predominar. Em SBF 1,5 essa concentracdo de

composto ndo apresentou formagao de apatita.
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Figura 28 - Imagens obtidas por MEV do composto de 70% de Hidroxiapatita. a) Superficie
da amostra sem imersao em SBF; b) fratura da amostra sem imersdo em SBF. c) superficie
da amostra com 21 dias de imersdo em SBF; e) fratura da amostra com 21 dias de imersdo
em SBF; e) Superficie da amostra com 60 dias de imerséo em SBF e regido selecionada para
fazer EDS; f) Fratura da amostra de 60 dias de imersdo em SBF; g) EDS da superficie da
amostra ap6s 60 dias em imersao; h) EDS da fratura da amostra ap6s 60 dias em imersao,
da regido 2 mais interna; i) EDS da fratura da amostra de 60 dias em imerséo da regido 3,
onde ressalta a perda de célcio e fosforo em SBF
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Amostra 60

O composto de 60%HA apresentou os melhores resultados nos testes de
resisténcia mecanica, porém as analises ndo foram positivas nos testes de
bioatividade. Nao foi detectado crescimento de apatita nessa amostra, mesmo em 60
dias de imersdo em SBF padrdo e imersédo de 14 dias em SBF 1,5x, ou seja mais
concentrado. As micrografias da imagem 29 mostram a amostra em 0 dias de
imersdo, em a) e b), a amostra tem superficie densa e fratura preferencialmente
transgranular, fatos que compravam os resultados obtidos de sua alta densidade,
baixa porosidade e alto médulo elastico [85]. Em c) é possivel ver uma mudanca na
superficie, a amostra passa a ser mais porosa, em d) é possivel ver a camada que
perdeu a hidroxiapatita durante a imersao. Em 60 dias a analise por EDS, e) e Q)
mostram uma diminuicdo na quantidade de calcio e ndo detecta o fésforo na superficie
da amostra, podendo afirmar que durante a imersédo em SBF ocorreu a dissolucdo da
fase do fosfato tricalcico. Em h) a analise em EDS mostra a propor¢cao do composto
ainda com hidroxiapatita e em i) o EDS feito da borda da amostra, onde quase néo se
observa calcio e fésforo no gréfico. A amostra de 60%HA imersa em SBF por 60 dias
perdeu, aproximadamente, 5% de sua massa, e foi a Unica que teve uma perda

significativa de massa durante o experimento.
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Figura 29 - Imagens obtidas por MEV do composto de 60% de Hidroxiapatita. a) Superficie
da amostra sem imersdo em SBF; b) fratura da amostra sem imersdo em SBF. c) superficie
da amostra com 21 dias de imersdo em SBF; e) fratura da amostra com 21 dias de imersao
em SBF; e) Superficie da amostra com 60 dias de imersdo em SBF e regido selecionada para
fazer EDS; f) Fratura da amostra de 60 dias de imersdo em SBF; g) EDS da superficie da
amostra ap6s 60 dias em imersao; h) EDS da fratura da amostra ap6s 60 dias em imersao,
da regido 2 mais interna; i) EDS da fratura da amostra de 60 dias em imerséo da regiao 3,
onde ressalta a perda de célcio e fosforo em SBF.
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6. CONCLUSAO

Com base nas andlises realizadas durante esse trabalho podemos concluir que
foram atingidos os objetivos inicialmente propostos de produzir uma ceramica a base
de hidroxiapatita utilizando caulim e feldspato como fases adicionais de reforco sem
perder a bioatividade do material.

¢ A hidroxiapatita bovina obtida pela calcinacdo a 800 °C e tratamento térmico a
900 °C é monofésica e bioativa. Possui densidade baixa, alta porosidade e ndo é
resistente o suficiente para ser utilizada em ossos de carga elevada;

¢ A temperatura escolhida para sinterizacdo das amostras se mostrou eficiente
para se obter a fase liquida, devido ao feldspato, obtendo assim amostras mais
densas, menos porosas e com maior resisténcia a compressdo e flexdo. O
comportamento ndo é linear do aumento da resisténcia com o aumento de argila
adicionada na hidroxiapatita, pois a amostra 70%HA apresenta excesso de fase
liquida, que ocasiona poros maiores e bolsGes de ar dentro dela. A fase liquida
também abaixou a temperatura de decomposicao da hidroxiapatita e se obteve a fase
B-TCP nas amostras.

e A caracterizacao por difragdo de raios X, além de mostrar as duas fases e
fosfato de calcio, HA e B-TCP, é observado também a fase da anortita, que ocorre
pela mistura de caulim com a decomposicao da hidroxiapatita, e a fase do oxido de
silicio.

e As amostras 80%HA e 90%HA apresentaram respostas bioativas em teste in
vitro com SBF, porém utilizar os resultados apenas desse experimento ndo garante a
bioatividade in vivo, somente testes em cultura de célula ou in vivo poderdo comprovar

a bioatividade dessas amostras.
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¢ A liberacéo de calcio e fésforo em SBF pode ser uma vantagem para o material,
pois 0 corpo hospedeiro obteria da protese ions de calcio e fésforo na sua corrente
sanguinea, acelerando o processo de osteoconducdo. O aumento da porosidade na
superficie da amostra, antes do crescimento da camada de apatita permite que a
ligacd@o entre 0 0sso e a protese seja mais forte, pois a formacao de apatita comecara
nos poros da protese.

e A amostra néo liberou aluminio e silicio para o meio, visto que o aluminio é
toxico para o corpo humano quando em contato direto com a corrente sanguinea em
grandes quantidades

oA adicdo de 20% de fase de reforco (argilas utilizadas no composto) na
hidroxiapatita mais que dobrou sua resisténcia mecanica a compressao, modulo de
elasticidade e tenséo de ruptura, mantendo sua bioatividade em SBF padréo.

e Os compostos 60%HA e 70%HA ndo apresentam crescimento de apatita,
porém possuem excelentes propriedades mecéanicas. Por isso se faz interessante
aprofundar as analises desses compostos e encontrar uma situacdo na qual sejam

bioativos ou bioarreativos.

6.1 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

e Os préoximos passos desse trabalho sdo comprovar a bioatividade das
amostras, utilizando sistemas vivos ou cultura de células.
e Estudar outras propriedades mecanicas, como resisténcia a tracdo, a

deformacéo e dureza Vicker
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Aplicar técnicas de imersdo em solucdes preparatérias, antes da imersdo em
SBF das amostras de 60 e 70% de HA visando melhorar a resposta no

experimento in vitro.
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