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Resumo da Dissertagdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obten¢ao do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

ESTUDO TEORICO - EXPERIMENTAL DE DUAS SOLUCOES PARA TESTES DE
BIOATIVIDADE E REVESTIMENTO DE METAIS

Cristiane Xavier Resende

Fevereiro/2007

Orientadores: Gloria de Almeida Soares

Ivan Napoledo Bastos

Programa de Engenharia Metalurgica e de Materiais

Foi estudada a substitui¢do da solugdo classica que simula o fluido corpéreo
acelular, SBF, por uma solu¢do avaliadora de bioatividade, SAB, de composi¢do mais
simples, visando revestir superficies de titdnio. Por meio de simulagdes computacionais
foi estudado teoricamente o equilibrio quimico das espécies envolvidas e a estabilidade
de fosfatos de cdlcio na SAB, que sdo fatores que influenciam na deposi¢do
biomimética. Nos ensaios experimentais foram utilizadas amostras de titanio ativadas
com NaOH 5,0 M e tratadas a 600 °C por 1 hora. Posteriormente elas foram imersas nas
solugdes SAB e SBF durante 1, 7, 14, 21 e 28 dias a 37°C. Em seguida as solugdes
foram analisadas por espectroscopia de absor¢do atdmica e espectroscopia de
ultravioleta-visivel para quantificagdo do calcio e foésforo, respectivamente. As
superficies foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura e transmissao,
espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios-X e espectroscopia de fotoelétrons
por raios-X. Observou-se que as amostras imersas na SAB ja estavam revestidas com 7
dias de imersdo, enquanto que para a SBF o revestimento sé foi obtido ap6s 14 dias, o
que mostra a eficiéncia da SAB para revestir superficies metalicas. O fosfato de calcio
obtido experimentalmente com a SAB, neste caso o fosfato octacalcio, foi previsto
teoricamente nas simula¢des. Nenhum precipitado foi observado sobre o controle
negativo (Ti sem tratamento quimico) apds exposi¢do na SAB, o que indica a

possibilidade de utilizagdo dessa solugdo para avaliar a bioatividade.

vii



Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Science (M. Sc.)

EXPERIMENTAL AND THEORETICAL STUDY OF TWO SOLUTIONS FOR
BIOACTIVITY TESTS AND COATINGS ON METALS

Cristiane Xavier Resende

February/2007

Advisors: Gloria de Almeida Soares
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Department: Metallurgy and Materials Engineering

A new solution for bioactivity evaluation (SBE) of coated Ti surfaces was
investigated. This solution was compared to the conventional simulated body fluid
(SBF). The chemical equilibrium and calcium phosphate stability in SBE, which are
important parameters to biomimetic deposition, were studied by computational
simulation. Titanium samples were chemically treated in 5.0M NaOH and heated at
600°C for 1 h. The specimens were soaked in SBE and SBF solutions for 1, 7, 14, 21
and 28 days at 37°C. Calcium and phosphorus concentrations were determined by
atomic absorption spectroscopy and spectrophotometry ultraviolet-visible, respectively.
Further, the samples were analyzed by scanning electron microscopy, transmission
electron microscopy, X-ray diffraction analysis, X-ray photoelectron spectroscopy and
Fourier transform infrared spectroscopy. Uniform octacalcium phosphate (OCP)
coatings were formed in SBE after 7 days. However, similar layers were obtained in
SBF only after 14 days. These results confirm that SBE is able to cover metallic
titanium surfaces. As expected by the calculations, OCP layers were formed using SBE.
Also SBE can be suitable to bioactivity evaluation because it was not observed any

calcium phosphate layer formation onto non-treated Ti samples.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Alguns materiais artificiais implantados no osso tendem a ser encapsulados com tecidos
fibrosos que os isolam do contato direto com a matriz 6ssea. Conseqiientemente, eles
ndo aderem ao osso devido a auséncia de ligacdo quimica na interface material/tecido
0sseo. Dentre os materiais que apresentam tais caracteristicas estdo o titdnio e suas
ligas, o aco inoxidavel, as ligas de Co-Cr-Mo e o polietileno, que sdo considerados

bioinertes (KOKUBO et al., 2004).

Por volta de 1970, Hench et al. mostraram que o osso pode se ligar espontaneamente
com alguns biovidros, sem que eles sejam encapsulados com fibras. Esses biovidros ou
ainda todos os materiais que apresentam caracteristicas semelhantes sao conhecidos
como bioativos, visto que sdo capazes de promover a ligacdo entre o 0sso e o implante,
e ainda, em alguns casos, podem induzir uma resposta biologica especifica na interface
com o tecido vivo. Dessa forma, o tecido 6sseo ¢ capaz de interagir intimamente com o
material implantado sem a intervencao da camada de tecido fibroso (LEGEROS, 2002,
SHIRTLIFF e HENCH, 2003). Os biovidros, vidros ceramicos e alguns fosfatos de

calcio, bem como as apatitas sdo exemplos desses materiais.

Segundo KOKUBO et al. (2000), um dos pré-requisitos para um material ligar-se ao
osso ¢ a formacdo de uma camada de apatita biologicamente ativa na interface
material/osso, usualmente conhecida como “bone-like apatite”. Tal camada de apatita ¢
similar a fase mineralizada do tecido 6sseo, em composicdo e estrutura. Acredita-se que
ela atua como sinalizadora de proteinas e cé€lulas para iniciar a cascata de eventos que
resulta na formacdo da estrutura Ossea. Ou seja, os osteoblastos, células dsseas
responsaveis pela producdo do tecido Osseo, proliferam preferencialmente e se

diferenciam produzindo apatita e coldgeno sobre a camada de apatita formada



anteriormente, o que favorece a uniao do implante com o o0sso. Quando isso ocorre, uma
ligacdo quimica ¢ formada entre o osso e a camada de apatita, reduzindo a energia

interfacial entre elas (KOKUBO et al., 2003).

Desde entdo, varios trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de avaliar in vitro,
por meio de testes de bioatividade, a capacidade de formag¢dao da camada de apatita
bioldgica sobre a superficie de diversos materiais, prevendo, assim o potencial bioativo
de cada um deles. Os testes in vitro de bioatividade se tornaram muito populares a partir
da década de 90 pela sua relativa simplicidade. Entretanto, os resultados nem sempre
apresentam uma boa reprodutividade, conseqiientemente, ndo siao claramente
compreendidos, o que dificulta bastante o estabelecimento de uma relagdao de unicidade

entre os resultados in vitro e o comportamento in vivo.

Um teste usual de bioatividade consiste na utilizagdo de uma solucdo que simula o
fluido corporeo acelular ou ainda de solugdes supersaturadas de ions célcio e fosforo.
Contudo, a simulagdo do comportamento dos materiais in Vvitro desconsidera varios
fatores devido a dificuldade de reproduzir fielmente os parametros bioldgicos. Apesar
dessa dificuldade, os testes in vitro sdo imprescindiveis por questdes éticas e
econdmicas, bem como por serem capazes de estabelecer possiveis mecanismos da
interagdo interfacial entre o implante e o tecido 6sseo (MASUDA et al., 1998,
FUJIBAYASHI et al., 2003). As informagdes obtidas nesta fase sdo particularmente

uteis como uma etapa preliminar a realiza¢ao dos testes in vivo.

A presente pesquisa se insere no conjunto de estudos voltados para a produgdo de
materiais artificiais usados na corre¢do ou substituicdo de partes danificadas do corpo
humano. Especificamente, toma como objeto a analise de mecanismos quimicos, como
a formagdo de uma camada de fosfato de cdlcio na superficie de implantes metalicos,
que sdo considerados facilitadores da ligacdo entre o implante e o organismo vivo.
Assim, compreender as reagdes do organismo ao material implantado exige um esfor¢o

no sentido de rever as contribui¢des da literatura ja produzida sobre esse assunto.



1.1 - Justificativa e Objetivo

Neste trabalho, foi avaliada a possibilidade da utilizacdo de uma solugdo proposta por
(BASTOS et al., 2005) nos testes de bioatividade. Essa solugdo foi nomeada avaliadora
de bioatividade (SAB), que ¢ constituida por um niimero menor de reagentes quando
comparada com a solu¢do convencional de Kokubo (SBF, fluido corpéreo simulado),
que ¢ a mais utilizada nos testes in vitro. A SAB além de ser mais simples no que se
refere a0 modo de preparagdo, também apresenta baixo custo, o que esta relacionado
com a menor quantidade de reagentes utilizados. Também ¢ importante ressaltar que

esta solucdo ndo € isotdnica em relagdo aos fluidos corporais.
Neste sentido, os objetivos principais desta dissertagdo foram:

Estudar teoricamente a fase de fosfato de calcio mais estavel na SAB por meio
da variagdo da energia livre de Gibbs, AG, e outros parametros termodindmicos. Para
tanto, foi utilizado um programa computacional desenvolvido por PLATT ¢ BASTOS

(2006), denominado SimSe.

Caracterizar os revestimentos obtidos com a SAB e SBF, por meio da deposi¢ao

biomimética.

Avaliar se a SAB podera ser utilizada nos testes de bioatividade;

Realizar experimentos com a solu¢do classica, SBF, para comparar os resultados

com os da solugao proposta.



CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Biomateriais

Viérios achados arqueologicos comprovaram que a preocupacao do homem em restaurar
ou substituir partes danificadas do tecido Osseo ¢ uma pratica muito antiga. Como
exemplo, podemos citar a utilizacdo do ouro na odontologia por astecas, romanos e
chineses por volta do ano 5. Implantes de ferro também foram encontrados em um
cadaver na Europa, o qual foi datado como sendo do ano 200. Outros dados
demonstraram que os maias ja produziam dentes obtidos de conchas do mar em torno de
600. Foi demonstrado que alguns tipos de implantes promoveram a integragdo com o
0sso (RATNER, 2004). Apesar de serem empregados desde a antigiiidade, s6 apds a
Segunda Guerra Mundial e com os conhecimentos de ciéncias dos materiais ¢ que

houve grande avanco no desenvolvimento de biomateriais.

Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicacdes Clinicas
realizada em 1982, os biomateriais sdo definidos como toda substancia (com excec¢do de
drogas ou farmacos) ou combinagdo de substincias, de origens naturais ou sintéticas,
que, durante um periodo de tempo indeterminado, sdo empregados como um todo ou
parte integrante de um sistema para tratamento, ampliacdo ou substitui¢do de quaisquer
tecidos, 6rgdos ou fungdes corporais. Assim, ¢ um material ndo-toxico usado como
aparelho médico caracterizado por interagir com sistemas biologicos (WILLIAMS,

1987).



Para um material ser enquadrado na categoria de biomateriais ele deve apresentar
algumas caracteristicas como: ser compativel com o organismo vivo de forma a
provocar a minima reagdo adversa ao organismo; além disso, o material deve ser
biofuncional, ou seja, deve ser capaz de exercer a funcdo que lhe ¢ incumbida como se

fosse proprio do organismo.

2.1.1 - Classificagdo dos Biomateriais

Os biomateriais utilizados clinicamente induzem diferentes respostas do tecido e, em

func¢do do tipo de interface tecido/implante desenvolvida, podem ser classificados em:

Bioinertes

Sao materiais que sdo tolerados pelo organismo e que praticamente ndo liberam nenhum
tipo de componente. No entanto, esses materiais tendem a ser envolvidos por uma
capsula fibrosa que o isolam do meio vivo. A espessura da camada fibrosa depende de
muitos fatores como as condi¢cdes do implante, tecido e carga mecanica existente na

interface (HENCH e WILSON, 1993, CASTNER e RATNER, 2002).

Bioativos

Sdo os materiais que favorecem a ligagdo quimica entre o material implantado e o tecido
Osseo (osteointegragdo), sem a presenca de involucros fibrosos. Em fungdo da
similaridade quimica entre tais materiais e a parte mineral Ossea, os tecidos 0sseos se
ligam a eles, permitindo a osteoconducao por meio de recobrimento por células dsseas.
Quando o material bioativo ¢ implantado no corpo, uma série de reagdes bioquimicas e
biofisicas ocorrem na interface implante/tecido. Essas reagdes eventualmente resultam
em uma ligacdo interfacial de natureza quimica e nao fisica (HENCH e WILSON,

1993). Os materiais bioativos podem ainda serem classificados em:

Materiais Osteoindutores- sdo materiais que promovem uma resposta
intracelular e extracelular na interface. Por meio desse processo uma superficie bioativa

¢ colonizada pelas células troncos livres no ambiente defeituoso como resultado de



intervengoes cirargicas. Como exemplo estdo os biovidros que podem ligar-se com

tecido macio e também com 0 0SsO.

Materiais osteocondutores- Os materiais osteocondutores promovem uma
superficie biocompativel que favorece o desenvolvimento das células o6sseas. Isso
ocorre quando um material promove somente uma resposta extracelular na interface.

Como exemplo podemos citar a hidroxiapatita sintética (CAO e HENCH, 1996).

Reabsorviveis

Implantes reabsorviveis sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo
apo6s certo periodo de contato com o tecido. Esses materiais sdo muito importantes em
aplicacdes clinicas em funcdo de serem desnecessarias novas intervencdes cirirgicas
para a retirada do material implantado. Sdo exemplos desses materiais os fosfatos

tricélcio (HENCH e WILSON, 1993).

Segundo SHIRTLIFF ¢ HENCH (2003) a classificagdo de biomateriais em bioinertes
ocorreu na primeira geragdo de biomateriais cuja meta principal era conseguir uma
combinagdo das propriedades que fossem proximas a do tecido que seria substituido, de
forma a provocar a minima reagdo toxica possivel. J& os materiais reabsorviveis e
bioativos pertencem a segunda geracdo de biomateriais. Desde entdo, varios materiais
foram enquadrados em uma dessas categorias, 0 que promoveu um avang¢o ha produgao
de dispositivos para aplicacdes biomédicas, e conseqiientemente uma melhora na
qualidade de vida das pessoas. Apesar desse avango, observou-se que tais materiais
possuiam vida curta e falhavam em torno de 10-25 anos apds implantado, o que levava
0 paciente a uma outra intervencao cirargica. Além disso, eles ndo respondem a uma
mudanga fisioldgica ou estimulo bioquimico, ao contrario do tecido vivo. Devido a
essas limitagdes surgiu recentemente a terceira geracdo de biomateriais que tem como
foco principal melhorar a capacidade de regeneracdo do tecido pela estimulacdo de

genes, os quais iniciam o reparo do tecido danificado ou doente.



2.1.2 - Fosfatos de Célcio

Alguns fosfatos de calcio tém sido muito utilizados nestes ultimos anos como
biomateriais, principalmente, porque muitas das suas fases quimicas estdo presentes em
alguns tecidos como, por exemplo, nos ossos e¢ dentes. Entretanto, os fosfatos podem
cristalizar-se irregularmente em regides indesejaveis dando origem as calcificagdes
patoldgicas (como a osteoporose, calculo urinario, e a carie dental que resulta da
substitui¢cao de uma apatita dura e menos solivel por uma mais soluvel (DOROZHKIN
e EPPLE, 2002). Dentre os fosfatos de calcio mais importantes para aplicagdes
biomédicas estdo hidrogenofosfato de calcio dihidratado [CaHPO4.2H,0O, DCPD],
hidrogenofosfato de calcio anidro [CaHPO,, DCPA], fosfato de calcio amorfo [ACP],
fosfato octacélcio [Cag H, (PO4)s .5H,0, OCP] e hidroxiapatita [Ca;g (PO4)s (OH),, HA]
(LEGEROS, 1991, ELLIOTT, 1994). Além disso, esses fosfatos tém sido identificados
como as principais fases que se precipitam durante os testes de bioatividade realizados
in vitro. Na Tabela 2.1 estdo apresentadas algumas caracteristicas importantes das

principais fases de fosfatos de calcio.

Tabela 2. 1 - Caracteristicas das principais fases de fosfato de calcio (DOROZHKIN e
EPPLE, 2002).

Nome Formula Razéo Solubilidade
molar Ca/P a 37°C,
-10g(Kps)
Hidroxiapatita (HA) Ca;o(PO4)s(OH), 1,67 117,2
Hidroxiapatita deficiente ~ Cajox (HPO4)x(POy4)sx (OH)o« 1,5-1,67 85,1
em calcio (CDHA) (0<x<1)
Fosfato de calcio amorfo Ca «(POy)y.nH,O 1,2-2,2 -
(ACP)
o -Fosfato tricalcio (a- o -Ca;(POy), 1,5 25,5
TCP)
- Fosfato tricalcio (- B -Ca;(POy), 1,5 29,5
TCP)
Fosfato octacalcio (OCP) Cag (HPOy,),(PO4)4 .5H,0 1,33 95,9
Hidrogenofosfato de CaHPO4.2H,0 1,0 6,63
calcio dihidratado
(DCPD)
Hidrogenofosfato de CaHPO, 1,0 7,02
calcio anidro (DCPA)




As fases de fosfatos de célcio dispostas na Tabela 2.1 podem ser precipitadas em
solucdes aquosas com excecdo da a- TCP e B- TCP, que sdo obtidas a partir de uma

outra fase quando submetida a tratamento térmico.

A razdo calcio/fosforo (Ca/P) ¢ um parametro importante, pois com ela € possivel
determinar a fase de fosfato presente, bem como a sua solubilidade (VALLET-REGI e
GONZALEZ-CALBET, 2004). Se a razdo for menor que 1, a solubilidade ¢ alta; o

contrario ocorre se esta for proxima de 1,67.

E bem conhecido que o tipo de fase de fosfato formada vai depender das condig¢des do
meio, tais como: temperatura, pH, concentragdo de ions, razdo molar Ca/P, dentre
outros. Neste contexto, os diagramas de fases sdo uteis para ilustrar o mecanismo pelo
qual a HA se forma por meio das reagdes de precipitagdao/dissolu¢do e expressam a
variagdo da solubilidade molar do componente mais relevante em funcdo do pH. No
caso dos fosfatos, a variagdo da solubilidade ¢ expressa em termos do ion comum a
todos os componentes, neste caso, o ion calcio (BROWN, 1999). Além disso, este tipo
de grafico pode prever a fase de fosfato de calcio mais estavel sob condig¢des especificas
de pH e grau de supersaturagdo dos ions célcio e fosforo. Como exemplo, podemos
observar a estabilidade dos fosfatos de céalcio a temperatura ambiente (25 °C) em

solugdes aquosas no sistema Ca(OH),-H3;PO4-H,O como ilustra a Figura 2.1.



Figura 2. 1- Solubilidade de véarias fases de fosfatos no sistema Ca(OH),-H;PO4-H,O
em func¢do da concentracdo de célcio e pH (5525148, 1996).

Observa-se que dentre os sais de fosfato de célcio a hidroxiapatita ¢ a fase menos
soluvel e, conseqiientemente, a mais estavel, na faixa de pH 4,5-13. J4 quando o pH da
solugdo ¢ inferior a 4,5, as fases com maiores estabilidades sado DCPA (CaHPO,) e o

DCPD, (CaHPO4.2H,0), as quais predominam nessa faixa de pH.

Apesar de a hidroxiapatita ser a fase termodinamicamente mais estavel em quase toda a
faixa de pH mencionada, a sua velocidade de formagdo ¢ menor do que o DCPD,
DCPA, OCP, ACP, a- TCP e - TCP. O processo de formacao da hidroxiapatita pode ser
acelerado com o aumento da concentragdao de fosfatos na solugdo, o que favorece uma

elevacao do pH da solucao e, conseqiientemente, a precipitagcao (5525148, 1996).

Contudo, estudos experimentais sobre a formagao dos fosfatos de calcio em ambiente
fisiol6gico ndo tém indicado claramente as condigdes especificas da formacao dessas
fases. Porém, alguns fatores, como por exemplo, a presencga de algumas espécies iOnicas
tem sido considerada como interferente durante esse processo. Alguns desses fatores

serdo discutidos mais adiante.



Hidrogenofosfato de Célcio Dihidratado (DCPD)

O DCPD, CaHPO4.2H;0, se encontra na natureza como o mineral bruxita e pode ser
obtido normalmente em solucdes de fosfatos de calcio ligeiramente acidas a temperatura
ambiente. O DCPD pode se converter em DCPA quando exposto a uma temperatura
superior a 80 °C. Uma das suas principais aplicagdes ¢ revestir implantes metalicos
utilizados na area ortopédica e, na forma de cimentos de fosfatos de calcio, ele também
pode ser utilizado na area odontologica. LU e LENG (2005) mostraram que esta fase
tem sido encontrada como fase precursora da HA, ou fase metaestavel do fosfato de
calcio. Esta fase ¢ geralmente encontrada em calcificacdes patoldgicas como calculo

dental e pedras urinaria (DOROZHKIN e EPPLE, 2002).

Hidrogenofosfato de Célcio Anidro (DCPA)

O DCPA, CaHPO,, existe na natureza como o mineral monetita, sendo também
considerado um material precursor durante a formagao da hidroxiapatita. Ele ¢ utilizado
como um dos componentes dos cimentos ortopédicos baseados em fosfatos de célcio

(MARQUES, 2003).

Fosfato de Calcio Amorfo (ACP)

O fosfato de calcio amorfo pode ser precipitado em solugdes aquosas supersaturadas
contendo ions, célcio e fosforo, a pH elevado e temperatura ambiente. Depois de
precipitado, o ACP também se converte em HA ou OCP. Em relagdo a sua estrutura
cristalina, ainda existem muitas controvérsias, sendo, portanto, considerada uma fase
dificil de ser caracterizada, principalmente porque se forma em varias solu¢cdes com

composicdes variadas.

Fosfato Octacélcio (OCP)

O OCP, Cag (HPO4)2(POs4)4 .5H,0, consiste de camadas apatiticas (com arranjo atobmico
dos ions célcio e fosforo similar ao da HA) separadas por camadas hidratadas. Esta fase
foi descorbeta por Berzelius em 1863, contudo a sua existéncia sé foi aceita no final do
século XX e a sua importancia s6 foi observada no final da década de 50 (ELLIOTT,
1994). Acredita-se que o OCP desempenhe o papel de precursor da HA na

10



mineralizagdo ossea, devido a sua similaridade com essa fase, bem como a facilidade
com que o OCP se transforma em HA. Alguns estudos sugerem a presenca de OCP em
dentes e ossos (SUZUKI et al., 2006). Implantes de OCP tem sido utilizados, na forma
de granulos ou de revestimento de implantes metalicos, por facilitar o processo de
formagédo ossea e promover o reparo de defeitos criticos no osso em testes in vivo (LIU
et al., 2007). Na Tabela 2.2 sdo apresentadas algumas bandas caracteristicas tanto do
OCP quanto da HA, no entanto, algumas bandas sdo tipicas de apenas uma fase, neste
caso, a fase identificada estd entre parénteses. O parametro v indica a freqiiéncia de

ressonancia de determinada molécula.

Tabela 2. 2 - Freqliéncias de vibragdo ativa em infravermelho da HA e OCP
(SLOSARCZYK et al., 2005, STOCH et al., 2000, MARQUES, 2003, MARKOVIC et
al., 2004).

Bandas (cm™) Interpretacio
3568-3574, 3550, 3536 OH ()
3500 H,O
2400-3200 PO-H
1635-1640 H,O
1534-1548, 1455 CO2™ (v3) sitio A
1515 Coi— AB
1350-1540, 1498-1500, 1470-1471, 1465-1467, 1449- 1460, CO? sitio B
1414-1430, 1417-1419, 1410-1412, 1321
1143-1145 HPO; (v3)
1138, 1126, 1108, 1105, 1075 HPO; (OCP)
1090-1100, 1096, 1088-1092, 1085, 1077-1081, 1052-1065, poi- (v3)

1064, 1057-1061, 1048-1053, 1034-1046, 1041-1045, 1032-
1034, 1036, 999-1004, 1095, 960-1200

1038, 1022, 1025, 920 PO (OCP)
1020 HPO; (HA deficiente em Ca)
950-1000, 980-982, 959-966 PO (v)
878-883 CO; (v, sitio A
872-877, 870 CO:™ (vy) sitio B
866-870 Vibragio P-OH em HPO;"
629-635, 342 OH
629-633, 614-615, 600-608, 590-592, 580-581, 573-574, PO (v)
568
540-550, 520-535 HPO;"
467-472, 446-450, 431-433 PO (v»)
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Hidroxiapatita (HA)

A HA, Cayy (PO4)s (OH),, ¢ um dos materiais utilizados pelos vertebrados para compor
o esqueleto, devido a sua capacidade de atuar como reserva de célcio e fosforo. Além
disso, a hidroxiapatita bioldgica contém ainda ions diversos, tais como: Ca2+, Mg2+,

Na’, CO;* ¢ outros.

Além de ser considerada a fase mais estavel em ambiente fisiologico, sendo, portanto, o
componente principal do mineral dsseo, a HA possui propriedades de
biocompatibilidade e bioatividade. Dessa forma, ela ¢ capaz de favorecer o crescimento
0sseo nos locais em que se encontra (osteocondutividade), estabelecer ligacdes de
natureza quimica entre ela e o tecido dsseo (bioatividade), permitindo assim a
proliferacdo das células dsseas (osteoblastos, fibroblastos e outras), as quais ndo a
distinguem da superficie 6ssea, o que indica a grande similaridade quimica superficial.
Contudo, a baixa resisténcia mecanica dessas ceramicas tem limitado suas aplicagdes

como implantes (JARCHO, 1992).

A hidroxiapatita presente no tecido 6sseo vivo se diferencia da obtida por métodos
sintéticos por sua maior cristalinidade e a presenga de substituicdes iOnicas em sua
estrutura. Essas peculiaridades desempenham um papel importante em seu
comportamento biolégico (LEGEROS, 1991). Dessa forma, as apatitas bioldgicas nao
sdo puras, visto que acomodam facilmente uma grande variedade de substitui¢des
catidnicas e anidnicas na sua estrutura, o que interfere nas suas propriedades cristalinas,
morfoldgicas e os parametros de rede. Por exemplo, a incorporagdo de ions carbonato,
COs”, na estrutura da HA, da origem & hidroxiapatita carbonatada e esse fon pode ser
incorporado por meio de dois sitios, PO,* substitui¢do do tipo B ¢ OH do tipo A
(AOKI, 1994). Este ultimo tipo de substituicdo ocorre em reacdes de sintese de HA
realizadas a temperaturas elevadas e em atmosfera de dioxido de carbono, originando
um material bastante cristalino, enquanto que o primeiro tipo ocorre nas reagdes de
precipitacdo em meio aquoso e ¢ referida por diminuir a cristalinidade e o tamanho do
precipitado. As apatitas carbonatadas do tipo A sdo encontradas tipicamente em 0sso

velho, enquanto que a do tipo B € mais abundante no osso jovem.
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2.1.3 - Titanio e suas Ligas

O titanio foi descoberto em 1790 na Inglaterra pelo quimico William Gregor ao analisar
uma amostra de areia da regido do vale de Manaccan na Cornualha. Ele pode ser
encontrado sob mais de uma forma, pois possui propriedades alotropicas. A temperatura
ambiente, a sua estrutura cristalina mais estavel ¢ a hexagonal compacta (hc), a qual se
constitui na fase o. Alguns elementos quimicos estabilizam a fase 3, a qual possui
estrutura cubica de corpo centrado (CCC) e que, no titdnio puro, s6 ¢ estavel a

temperaturas maiores que 883 °C.

Quimicamente, o titdnio ¢ um elemento de transi¢cao pertencente ao grupo 4 B da tabela
periddica e ao quarto periodo. Possui camada de valéncia incompleta, o que confere a
sua alta reatividade. Devido a sua alta reatividade, quando exposto, o titanio reage com
o oxigénio formando espontaneamente um filme uniforme de o6xido sobre a sua
superficie (passivagdo espontanea). Geralmente, o 6xido mais estavel ¢ o TiO, (LIU et

al., 2004).

Titanio e suas ligas t€ém sido muito utilizados para produzir componentes biomédicos,
principalmente na area odontologica e ortopédica, pois exibem algumas propriedades

'2),  biocompatibilidade,

interessantes como resisténcia a tenacidade (40MPa.m
resisténcia a corrosdo, estabilidade quimica em ambiente fisiologico e moddulo de
elasticidade mais proximo ao do 0sso, se comparado com o ago inoxidavel ou com a
liga de Co-Cr-Mo, Tabela 2.3 (FENG et al., 1999, YAN et al., 1997, AOKI, 1994). O
que confere a biocompatibilidade e a resisténcia a corrosdo do titanio e suas ligas ¢ a

existéncia de uma camada de oOxido formada na sua superficie. Na Tabela 2.3 ¢

apresentado o mddulo de elasticidade de alguns materiais biomédicos.
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Tabela 2. 3 - Comparagdao do mddulo de elasticidade do osso com materiais utilizados

como implantes (RATNER, 2004).

Materias Modulo de elasticidade (GPa)
Osso cortical 15,2-40,8
Ti-cp 110
Ti6Al4V 116
Acgo inoxidavel F138 190
Co-Cr-Mo 210

Apesar das referidas propriedades interessantes, o titdnio passivado ndo apresenta
bioatividade, dificultando a ligagdo do implante com o 0sso, o que pode conduzir ao
fracasso do mesmo a longo prazo. Essa caracteristica limita o seu uso como um
biomaterial. Por essa razdo, varias metodologias t€ém sido desenvolvidas com o intuito
de promover a bioatividade da superficie do titanio e de suas ligas. Isto pode ser
possivel quando estes materiais sdo submetidos a alguns tipos de pré-tratamento,

incluindo tratamento térmico, tratamento com solucdes alcalinas e acidas.

Virias técnicas foram propostas com a finalidade de revestir substratos ndo bioativos
com fosfatos de calcio, ja que estes possuem propriedades osteocondutoras e habilidade
de ligar-se quimicamente com o osso vivo. Entretanto, os fosfatos sdo frageis e
apresentam baixa resisténcia a fratura, o que limita a sua utilizagdo como implante. Por
outro lado, embora os metais como titdnio e suas ligas tenham propriedades mecanicas
superiores, nao se ligam ao 0sso, exceto sob condi¢des especificas (YAN et al., 1997).
Segundo TAS (2000), a razdo para revestir implante metalico com fosfato de calcio ¢
produzir uma superficie que promova o crescimento Osseo e induza uma maior

velocidade na unido direta entre o implante e o tecido 0sseo.
Dentre algumas técnicas utilizadas, encontram-se sol-gel, ion sputtering, eletroforese, e

o plasma spray, sendo que esta ultima tem sido utilizada para fins comerciais.

Entretanto, esta técnica apresenta algumas desvantagens, tais como: inexisténcia de
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ligacdo quimica entre o metal e o fosfato de célcio, o que comprometera a adesdo do
revestimento; impossibilidade de revestir implantes porosos, além da degradacao dos
fosfatos devido a elevada temperatura do processo, o que afeta a sua bioatividade e

dificulta o controle da composic¢ao do revestimento (BARRERE et al., 2001).

2.2 - Biomimetismo

No inicio da década de 70, iniciou a busca por implantes que agregassem tanto
propriedades bioativas, apresentadas pelos fosfatos de calcio, como também boas
propriedades mecanicas, provenientes geralmente dos metais, sendo que o primeiro
implante com essas caracteristicas foi obtido em 1972. Desde entdo, algumas técnicas
de recobrimentos foram propostas com a finalidade de conjugar as propriedades do
titdnio e suas ligas, como a sua resisténcia a fratura, que ¢ cerca de 40 vezes maior do
que a HA, com a bioatividade de algumas ceramicas, para, dessa forma, obter um

material composito, o qual pode ser utilizado como biomaterial (AOKI, 1994).

Esse método, que foi desenvolvido por ABE et al. (1990), consiste na imersdo do
substrato em uma solucao que simula a parte inorganica acelular do fluido corporeo, a
fim de mimetizar o processo de formagao de apatitas bioldgicas. Com tal método, pode-
se avaliar a bioatividade de diversos materiais, além de ser utilizado para revestir
materiais bioinertes (MULLER e MULLER, 2006). Esta técnica tem sido proposta por
apresentar algumas vantagens em rela¢do as demais (RIGO et al., 1999, BARRERE et
al., 2002, LU e LENG, 2005, YAN et al., 1997, LIU et al., 2003). Por ser realizado em
condigdes fisiologicas, a temperatura utilizada fica em torno de 37 °C, o que possibilita
revestir materiais sensiveis a temperatura como os polimeros; apresenta baixo custo;
pode ser utilizado para revestir materiais que apresentem geometria complexa; e os
revestimentos apresentam boa uniformidade e adesdo, devido a existéncia de ligacao
quimica que ¢ responsavel pela unido do revestimento ao substrato, além disso, existe a
possibilidade de incorporar moléculas orgénicas, como proteinas, na estrutura dos

cristais
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A deposi¢ao biomimética de fosfatos de célcio foi realizada sobre diferentes tipos de
substratos como biovidro, silica gel, titanio, tAntalo, membranas de politetrafluoretileno

e polietilenotereftalato (JIANG et al., 2005).

A camada de apatita formada na superficie do titanio, quando em contato com o fluido
corpéreo simulado, ¢ mais proéxima a composicdo do osso, se comparado com o
revestimento obtido por plasma spray (LIANG et al., 2003). Além disso, acredita-se

que ela possua melhores propriedades osteocondutoras (BARRERE et al., 1999).

Quando o método biomimético ¢ utilizado para revestir implantes metalicos, um dos
pontos criticos ¢ a questdo do tempo, que ¢ considerado relativamente grande para
recobrir todo o substrato. Em fun¢do dessa problematica, varios trabalhos tém sugerido
alguns tratamentos com o objetivo de diminuir o tempo de formagdo da apatita, como
por exemplo, imergir os substratos em solugdes cujas concentragdes sdo maiores que as
dos fluidos corporeos, ou apenas de algumas espécies (BARRERE et al., 2002, STOCH
etal., 2000, KASUGA et al., 2002).

2.2.1 - Solugdes Simuladoras do Fluido Corporeo

Algumas solugdes, que simulam o fluido corpéreo simulado, tém sido preparadas com
proteinas, visto que a adsor¢ao de proteina na superficie dos biomateriais influencia o
processo de mineralizacdo, e constitui-se num dos primeiros passos de uma série de
processos biofisicos e bioquimicos que determinam a resposta biologica do organismo

ao biomaterial (MARQUES, 2003).

A proteina mais empregada com tal finalidade tem sido a albumina, pois ela é a mais
abundante no sangue e também a proteina que possui varios sitios de ligagdo com o
calcio, o que pode interferir no processo de mineralizagdo (MARQUES, 2003). Além do
uso das proteinas, algumas solugdes utilizadas no meio de cultivo (KIZUKI et al., 2003)

também tém sido empregadas para produzir uma camada de apatita sobre a superficie da
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HA. Apesar desses parametros serem importantes nao se constituem objeto de estudo

nesta dissertagao.

As solugdes simuladoras do fluido corpéreo acelular, com concentracdo igual ou
proxima a do plasma sanguineo, t€ém reproduzido bem os resultados obtidos in vivo

(KASUGA et al., 2002).

Dentre as solugdes desenvolvidas com a mesma finalidade, encontram-se a de Ringer
(JUN et al., 2003), Neuman (MARQUES, 2003) e a de Kokubo ((FENG et al., 1999).
Esta ultima ¢ a que tem sido mais utilizada, pois ¢ a que mais se aproxima da
composicao ionica do plasma, e estd sendo proposta como uma norma ISO para avaliar
se determinado material € bioativo, porém, até o momento, nao foi aprovada. Sendo que
as solucdes simulam apenas a parte inorganica acelular do fluido corporeo,
componentes como proteinas, glicose, vitaminas e outros sao excluidos. A seguir, estao

apresentadas na Tabela 2.4 as composi¢des dessas solugdes.

~ L. fs -1 -
Tabela 2. 4 - Concentragdes das espécies quimicas, em mmol L™, das solugdes

simuladas em comparag¢ao com o plasma sanguineo (modificada de Marques, 2003).

Na" K" Mg"" Ca®™ CI' HCO; HPO,” SO,
Plasma sanguineo humano 142,0 50 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5
Kokubo (SBF convencional)* 142,0 50 1,5 2,5 147.8 42 1,0 0,5
Kokubo (SBF revisada) " 142,0 50 1,5 2,5 103,0 270 1,0 0,5
Ringer 133,5 50 2,6 1,0 1422 24 1,14 -
Neuman 1250 25 048 04 130,0 240 1.8 -

“Tampdo utilizado: tris-(hidroximetil)Jaminometano / acido cloridrico

“Tampdo utilizado: HEPES [ 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil acido sulfénico etano)].

E importante enfatizar que a quantidade de alguns fons como K*, Ca**, CI" ¢ HPO,* no
fluido corpdreo pode variar de acordo com o sexo, idade e nutricdo dos individuos e
cada um desses desempenham papel importante durante o processo de formacao 6Ossea.
O ion carbonato esta presente no osso e pode variar em torno de ~ 3-8 % em massa de

acordo com a idade do individuo.
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Alguns autores propuseram solugdes mais simples para revestirem a superficie de
materiais bioinertes, devido, principalmente, a interferéncia de alguns ions no processo
de mineralizacdo dos fosfatos de calcio. Segundo MARQUES (2003), as espécies mais
importantes no processo de nucleagio sio Ca’’, PO,” e H, sendo que as espécies
referidas como interferentes, ou seja, que inibem a cinética de formacao das fases de
fosfatos de calcio, sao Mg2+, Na’, K" ¢ HCO;. Apesar disto, elas conferem ao

precipitado maior similaridade com a fase mineralizada do tecido dsseo.

O efeito do ion Mg”", no processo de mineralizacdo in vitro, pode estar relacionado com
a adsor¢do desses ions na camada do fosfato o que reduz a solubilidade do ACP (fosfato
de calcio amorfo), inibindo assim a sua conversdao em OCP e/ou HA. Além disso, ¢
conhecido que o aumento na concentracdo dos ions magnésio pode promover a
formac¢do do MgHPO,4.3H,0 em detrimento do OCP ou da HA. Quando a razao Mg/Ca
¢ superior a 0,2, o processo de conversao do ACP — HA ¢ inibido (QUEIROZ, 2005).

BARRERE et al. (1999) estudaram varias composigdes de solugdes simuladas com o
propbsito de avaliar a influéncia dos fons Mg>" e HCO;™ no processo de mineralizagio
dos fosfatos de calcio. Assim, eles observaram que a camada de apatita formada sobre a
superficie do Ti 6Al 4V variou de acordo com a solucdo utilizada. Quando a solucdo era
isenta dos fons Mg®" e HCO5", a camada de fosfato era densa e apresentava cristalitos
alongados. J4 quando apenas uma dessas espécies era excluida da solucdo, a camada de
fosfato formada apresentava cristalitos menores, € ndo estava totalmente revestida,
sendo que esse comportamento foi mais pronunciado quando o magnésio estava em
solugdo. LU e LENG (2005) também se referem ao magnésio como um inibidor durante

o processo de nucleagdo e crescimento dos fosfatos de célcio em solugdo aquosa.

BASTOS et al. (2005) realizaram um estudo tedrico, por meio de modelagem
computacional, com duas solucdes que simulam o fluido corpoéreo. As solucgdes
estudadas foram a de Kokubo e uma solu¢do avaliadora de bioatividade, SAB, proposta
pelos autores. As comparagdes realizadas mostraram que os perfis das propriedades

termodindmicas, coeficiente de atividade, variagao da energia livre de Gibbs e produto
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10nico, de ambas as solugdes, apresentaram comportamento similares. Desta forma, os
autores sugerem que a solucdo proposta pode ser uma forte candidata a ser usada em
precipitacdo heterogénea, pois ¢ mais simples e mais efetiva durante o processo de

formagao do revestimento.

LI et al. (2002) formularam uma solugdo simplificada composta pelos seguintes
reagentes, NaHCOs3, CaCl, e NaH,PO., que foi utilizada para revestir a superficie do
titinio modificado quimicamente com NaOH. Os autores observaram que o NaHCO;
aumentou o pH da solucido gradualmente, elevando assim a supersaturagdo em relagao
aos ions calcio, o que acelerou o processo de formagao do revestimento. Por meio do
método biomimético, foi possivel obter revestimentos de fosfatos de calcio com
espessura na faixa de 30-40 pum. Os autores também comentam que ¢ possivel alterar a
composi¢ao do revestimento por meio da propor¢do de CaCl,, NaH,PO4 e NaHCO;

utilizada para preparar a solugao.

O uso de azida de so6dio, NaN3, para conservar a SBF, foi proposto no trabalho de
MULLER e MULLER (2006). Os autores demonstraram que a auséncia de NaNs na
SBF aumentou a densidade de células na forma de bactérias anaerdbias, as quais
consomem fosforo na solucao reduzindo a concentragcdo desta espécie, que ¢ importante

no processo de formacgado do fosfato de célcio.

2.2.2 - Processo de Nucleacéo dos Fosfatos de Calcio

Embora numerosos estudos tenham sido conduzidos sobre o titdnio a fim de
compreender a formagdo da camada de apatita sobre a sua superficie, o seu mecanismo
ainda nao estd definido (LU e LENG, 2004). Os mecanismos de formacdo de apatita
sobre diversas superficies s3o considerados essenciais para desenvolver materiais

bioativos com novas fungdes fisicas, quimicas, e biologicas (KOKUBO et al., 2000).
As dificuldades para entender este mecanismo esta relacionada com as diferentes fases

de fosfatos que podem ser precipitadas, dependendo de algumas condigdes da solugdo

como concentracdo ¢ pH. Para desenvolver estudos nesse campo, ¢ importante utilizar
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solugdes com composicdo variada (FENG et al., 1999), nem que seja para entender pelo

menos o papel da composi¢dao quimica no processo de deposigao.

A superficie de alguns implantes metalicos, especificadamente do titdnio, ndo induz
naturalmente a nucleagdo de fosfato de calcio em ambiente fisioldgico simulado ou em
solucdes supersaturadas em calcio e fosforo. Para contornar esta situagcdo, varios
métodos tém sido proposto para tratar a superficie do titdnio de forma a ancorar alguns
grupos especificos na sua superficie, que sdo responsaveis por induzir a nucleagdo dos
fosfatos de calcio. Dentre estes grupos, destacam-se as hidroxilas (Ti-OH, Si-OH, Zr-
OH, Nb-OH, Ta-OH), carboxilas (-COOH) e os ortorfosfatos H,PO4. Estes grupos
funcionais possuem pares de elétrons livres que atraem os ions célcio da solugdo
formando assim uma camada de calcio amorfo. Sendo que o método mais reportado na
literatura é o tratamento alcalino com NaOH (ANDRADE, 1999, FENG et al., 1999,
LEE et al., 2003) que promove a forma¢do do TiOH, favorecendo assim a formagao do
revestimento de fosfato de cdlcio quando imerso em solu¢do que simula o fluido

corpéreo ou supersaturada em célcio e fosforo.

Outro método foi desenvolvido por BARRERE et al. (1999) e consiste de duas etapas
para produzir tal revestimento na superficie do substrato. Nesse método, a superficie do
substrato ¢ pré-tratada com uma solugdo com alta concentracdo de fosforo e célcio por
um periodo curto de tempo, e depois € imersa na solu¢do simulada ou supersaturada. A
primeira etapa favorece a nucleacao dos ions calcio e fosforo, diminuindo assim o
tempo de formacdo do revestimento. O método mais recente utilizado ¢ a oxidagdo
anodica, que consiste em produzir uma camada micro porosa de TiO, na superficie do
titdnio, o que acelera o processo de formagdo do fosfato de célcio na superficie do

substrato, minimizando o tempo de formagdo do revestimento (LU et al., 2006).
Um dos mecanismos proposto para explicar a formagdo dos nticleos de fosfatos de

calcio sobre o titdnio tratado com NaOH ¢ descrito a seguir, ¢ pode ser representado

pela Figura 2.2.
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SBF SBF SBF SBF SBF
Fosfato de calcio

amorfo Apatita
HPO>

Titanato de calcio

Grupo Ti-OH _amorfo

Titanato
de sodioc amorfo Catt

0,2

4 a2
HPO 2 HP04
l i A Ca?*

f‘f'\.'

Na*
Ti metalico Ti metalico Ti metalico Ti metalico Ti metalico

Figura 2. 2 - Representagdo esquematica da interagdo do titdnio ativado com a solucdo

SBF. Adaptada de KOKUBO et al. (2007).

Quando o titanio ¢ submetido a um tratamento alcalino, o 6xido presente na sua
superficie reage com NaOH presente na solu¢do segundo a Equagao 1.

NaOH +TiO, —» HTiO; + Na* (Eq. 1)
gerando assim uma camada de titanato de s6dio amorfo, quando submetido a um
tratamento térmico. Ap6s imersdo desse material em SBF, havera troca ionica dos ions
Na’ da camada amorfa com os ions H;O" presentes na solugdo, o que resultard na
formacdo de uma camada de Ti-OH sobre a superficie do titanio. Em virtude da troca
ionica, o pH da solugdo aumentara, pois os ions H3;O" sdo removidos da solugdo, o que
favorecera o processo de nucleacdo de alguns fosfatos. Em seguida os grupos Ti-OH
reagem com os ions calcio da solucao (formando um composto de calcio amorfo), que

por sua vez reagirdo com os ions fésforo e carbonato da solu¢cdo dando origem a camada

de apatita JONASOVA et al., 2004).

De fato, WANG et al. (2003) mostraram que o tratamento alcalino é essencial para
favorecer a nucleacdo da apatita na superficie da liga Ti6Al4V apos imersdo na SBF. A
mesma liga sem tratamento e exposta na SBF por 8 semanas ndo apresentou deposito,

logo os autores concluiram que o tratamento alcalino torna a superficie da liga bioativa .
Um estudo termodinamico sobre os sistemas Na-Ti-H,O, Ca-Ti-H,O e Ca-P-Ti- H,O

foi realizado por ANDRADE (1999), a fim de entender a estabilidade dessas fases

durante tratamento do titdnio com solugdo alcalina, tratamento térmico e com solugdes
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simuladas. No presente trabalho foi demonstrado, por meio de diagramas de fases, que a
superficie do titdnio metalico € susceptivel ao ataque alcalino, formando o titanato de
sodio. Posteriormente, a camada de titanio tende a se transformar em titanato de calcio,
quando submetido ao contato com uma solu¢do aquosa contendo suficiente teor de
calcio e um valor adequado de pH, visto que a regido de estabilidade do titanato de

calcio € mais extensa que a do titanato de sédio.

KIM et al. (2000) demonstraram que o titdnio tratado quimicamente com hidréxido de
sodio e submetido posteriormente a tratamento térmico apresenta limite de resisténcia a

fratura e ao escoamento semelhante ao titinio ndo tratado.

FENG et al. (1999) mostraram que alguns fatores favorecem o crescimento dos cristais
de fosfatos sobre a superficie do titdnio tratado com NaOH, dentre os quais, encontram-
se: a elevagdo da concentracdo da solugdo NaOH, o tempo de imersao do Ti nessa
solugdo, bem como a temperatura da mesma. O aumento da concentragdo dos ions Ca*"

na solugdo simulada também favoreceu a formag¢ao do revestimento.

A influéncia do tratamento metalografico, como polimento na superficie do substrato,
no processo de nuclea¢do de fosfatos de calcio foi descrito no trabalho de VERCIK
(2004). Os resultados indicaram que o polimento do substrato diminui algumas
qualidades do revestimento, como uniformidade e aderéncia, ou seja, quanto menos lisa

for a superficie melhor as caracteristicas do revestimento.

Segundo MARQUES (2003), a diminui¢do da relagdo superficie/volume, além da
agitacdo do sistema (material/solucdo), favoreceu a cinética de formagao da camada de
apatita. Também foi observado que a cinética de mineralizacao foi influenciada pelo
tipo de recipientes utilizados, os quais possuiam geometria diferente, influenciando o
acesso da solugdo aos ceramicos. Marques também sugeriu que o material de que ¢
constituido o recipiente também pode ter influenciado a cinética de deposi¢do do

revestimento.
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LISTE et al. (2005) também demonstraram que a razdo superficie/volume influencia o
processo de nucleagdo dos fosfatos de calcio. Para tanto, eles utilizaram diferentes
volumes de SBF e colocaram em contato com uma superficie de vidro, sendo que os
demais fatores foram mantidos constantes. As razdes entre as areas das superficies e 0s
volumes (A/V) estudados foram 2,5; 1,25; 0,62; 0,37; 0,31; 0,20 ¢ 0,15 cm’™!. De acordo
com os dados, os autores perceberam que, quando a razio era menor que 0,5 cm’, o
processo de nucleagdao do fosfato de célcio era completo, ja para razdes maiores que

0,5cm™', uma pequena camada de fosfato foi formada.

SERRO e SARAMAGO (2003) estudaram experimentalmente a influéncia dos
processos de esterilizagdo (autoclave, radia¢ao y e plasma) da superficie do titanio sobre
a mineralizacdo de fosfato de céalcio apos imersao em solugdes que mimetizam o fluido
corporeo acelular, além de estudar a influéncia do tampao TRIS. Para realizagao de seu
estudo, eles utilizaram placas de titdnio como substrato e trés solu¢des que mimetizam o
fluido corpoéreo acelular, a saber: SBF Kokubo, SBF Kokubo sem TRIS e a solu¢do de
Hanks, HBSS, que ¢ menos saturada em calcio e fosforo se comparada com a de
Kokubo. Com relagdo ao processo de esterilizagdo, foi observado que o plasma foi mais
eficiente para remover as impurezas da superficie, apesar disso, o processo de
esterilizacdo ndo influenciou o processo de mineralizagdo. Foi observado ainda que a
SBF sem TRIS favoreceu a formacao do revestimento de fosfato de célcio, o que pode
ser explicado pela maior quantidade de ions célcio disponivel na solugdo, devido a
inexisténcia de TRIS para complexar esse ion. Enquanto que, para as demais solugdes,
nenhum revestimento foi observado no tempo estudado, o que esta relacionado com a

menor quantidade de ions célcio na solugdo.

De modo geral, pode-se observar que varios parametros podem interferir no processo de
nucleacao dos fosfatos de calcio como, tipo de tratamento do substrato, pH da solugao,
tempo e natureza de exposi¢cdo (estatico ou dindmico), além da razdo entre a area da

amostra/volume da solugdo, (MULLER e MULLER, 2006).

XIN et al. (2005) realizaram um estudo com seis cerdmicas, as quais sdo consideradas

bioativas. Os diferentes materiais foram avaliados por meio de testes in vitro e in vivo,
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quanto a habilidade de formacdo de fosfato de calcio, para fins comparativos. As
superficies das bioceramicas estudadas, biovidro, vidroceramica, hidroxiapatita (HA),
a- TCP, B-TCP e HA/TCP, foram analisadas com o microscopio eletronico de varredura
antes e ap6s realizagdo dos testes in vitro e in vivo. Nos testes in vitro as amostras
ficaram em contato com a solu¢dao SBF durante alguns dias definidos. Por meio das
micrografias, foi possivel visualizar a precipitacdo de fosfatos de calcio em todas as
biocerdmicas, excetuando-se o B-TCP. Sendo que a vidroceramica, hidroxiapatita e
HA/TCP apresentaram-se mais héabeis durante a precipitacdo. Os precipitados foram
avaliados por meio da quantidade e dos tamanhos de granulos. Com relagdo aos testes in
Vivo, as ceramicas foram implantadas no musculo do coelho e, depois de removidas,
elas foram analisadas. De modo geral, observou-se que nos testes in vivo a formagao de
fosfato de calcio na superficie dos materiais estudados foi inferior aos dos testes in
vitro. Neste caso, os materiais que mais estimularam a precipitagao foram HA/TCP ¢ a-
TCP. Segundo os autores os resultados em SBF ndo sdo consistentes com os resultados
in vivo, apesar de terem observados que em ambos os testes o B-TCP ndo estimulou a
precipitacdo dos fosfatos de calcio. Também foi observado que tanto nos testes in vitro

quanto nos in Vivo as bioceramicas foram revestidas com fosfato octacalcio, OCP.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias, tedricas e experimentais, utilizadas na
realizacdo do presente trabalho, bem como os materiais empregados e técnicas de

caracterizagao.

3.1 - Simulagdo Computacional da Solucdo Avaliadora de Bioatividade

(SAB)

Um programa computacional desenvolvido por PLATT e BASTOS (2006) foi utilizado
com o objetivo de estudar a estabilidade termodindmica de algumas fases de fosfato de
calcio que podem ser formadas na SAB, tendo em vista a dificuldade de obter estes
parametros experimentalmente. Este programa foi denominado Simulador de Solugdes

Eletroliticas, SimSe.

A tela principal do programa denominado SimSe esta apresentada na Figura 3.1. Com o
programa ¢ possivel calcular as condi¢des de equilibrio das diversas espécies quimicas
considerando uma interagdo idnica do tipo Debye-Hiickel estendido. Assim, pode-se
obter, além da concentracdo de cada espécie, o coeficiente de atividade e a atividade das
espécies envolvidas. Além disto, quando se considera a presenca de fases solidas, do
tipo fosfato de calcio, € possivel calcular a variacao da energia livre de Gibbs, (AG), de
cada fase, e o seu grau de supersaturacdo. De forma inovadora este programa considera
a presenca do agente tamponante e complexante de cdlcio, TRIS, e seu efeito nas

diversas reacdes em equilibrio.
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Figura 3. 1 — Tela principal do programa utilizado neste trabalho, SimSe.

As fases de fosfatos de calcio que podem ser simuladas sao OCP, HA, DCPA ¢ DCPD.
Para a utilizagdo do programa, o usuario deve indicar a composi¢do da solugdo, o pH e a
fase solida simulada. Posteriormente, deve-se especificar os dados que pretende obter,
que sdo os dados de saida. Este programa ¢ util na previsao da estabilidade das fases de
fosfato de calcio para uma grande gama de solugdes, com composi¢des quimicas
variadas, capazes de testar a bioatividade de materiais candidatos a implantes

ortopédicos.

3.2 - Materiais

Foram utilizadas chapas de titdnio comercialmente puro (Ti-cp), de dimensdo (8 x 8 x1)
mm’, como substrato e reagentes quimicos com grau de pureza analitica para o preparo

das solugoes utilizadas nos testes de bioatividade.

3.3 - Métodos

3.3.1 - Preparacéo das Amostras de Titanio

Chapas de Ti-cp, 8 x 8 mm foram lixadas com uma lixa de carbeto de silicio numero

600.
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A fim de remover todas as impurezas presentes na superficie das amostras, elas foram
colocadas no ultra-som em trés etapas: primeiro com acetona, em seguida, foram
lavadas com 4gua destilada e colocadas em alcool e por ultimo com 4gua destilada,
totalizando 30 minutos de lavagem. Para ativar a superficie do titdnio, as amostras
foram submetidas a um tratamento com uma solucdo alcalina de hidroxido de sodio,
NaOH 5,0M (FENG et al., 1999). Para tanto, as amostras foram imersas,
individualmente, em 3,3 mL desta solucdo e colocadas no banho termostatico a 60°C,
sob agitacdo constante, durante 24 horas. Apos o tratamento alcalino, as amostras foram
lavadas individualmente com 50 mL de agua Milli-Q. Apos essa etapa, elas foram secas
em estufa a 40 °C, e em seguida foram submetidas a um tratamento térmico durante 1
hora a 600 °C em forno de mufla, a uma taxa de aquecimento de 5°C/min. Suas

superficies foram subseqiientemente analisadas por MEV/EDS e DRX.

Como amostras controle, foram utilizadas chapas de titanio lixadas até¢ 600 sem nenhum
tratamento quimico, as quais foram limpas usando o mesmo procedimento descrito
anteriormente. Entretanto, tal condig@o superficial ndo favorece a formacdo do fosfato
de calcio na superficie de materiais ndo bioativos (WANG et al., 2003, UCHIDA et al.,
2002), e ¢ util para testar a efetividade da solugdo em precipitar apatita. Nesta etapa,
pretendeu-se avaliar se a SAB, que ¢ uma solugdo de composi¢do quimica mais simples
que a SBF (solucdo simuladora de fluido corpdreo) poderia ser utilizada como solugdo

capaz de testar a bioatividade de superficies metalicas.

3.3.2 - Preparacéo das Solugdes para Testes de Bioatividade

A solugdo SBF convencional proposta por (ABE et al., 1990) foi preparada de acordo
com a metodologia descrita na proposicdo de norma internacional ISO (ISO FDIS
23317, 2005). Na Tabela 3.1 estdo apresentados os reagentes utilizados segundo a
ordem de adi¢do, quantidade e a pureza de cada um deles para preparar um litro da

solucao.
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Tabela 3. 1 - Ordem de adigdo dos reagentes, quantidade e grau de pureza para preparar

1L da solucao SBF convencional.

Ordem Reagentes Quantidade (g) Pureza (%)
1° NaCl 8,035 99,5
2° NaHCO; 0,355 99,5
3° KCI 0,225 99,5
4° K,HPO4.3H,0 0,231 99,0
5° MgCl,. 6H,0 0,311 98,0
6° HC1 1,0 M - -

7° CaCl, 0,292 95,0
8° NaySOy4 0,072 99,0
9° (CH,OH); CNH;, 6,118 99,0
10° HCI1 1,0M 0-5 -

Com relagdo a preparagdo da solugdo proposta por BASTOS et al. (2005) , SAB, os
seguintes reagentes foram utilizados: CaCl,, NaHCO;, K;HPO4, HCI e (CH,OH);CNH,.

A quantidade de cada reagente utilizado, bem como a pureza de cada um, estd

apresentada na Tabela 3.2.

Tabela 3. 2 - Reagentes utilizados para preparar 1 L da SAB.

Reagentes Quantidade (g) Pureza (%)
CaCl, 0,2890 96
NaHCO; 0,3525 99,7
K,HPO,4 0,2305 99

HCl gotas -
(CH,OH); CNH;, 6,118 99,0

De acordo com a Tabela 3.2, as concentracdes dos ions calcio, potassio, sddio, cloreto,

bicarbonato e hidrogenofosfato presentes na SAB sdo 2,5, 2,0, 4,2, 5,0, 4,2 ¢ 1,0 mmol

L', respectivamente. O procedimento utilizado foi similar ao descrito pela proposicio
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de norma ISO (ISO FDIS 23317, 2005). Um método de preparagdo inapropriado pode
induzir a formagao de precipitados, uma vez que estas solugdes sao supersaturadas em

relacao aos ions calcio e fosforo, devendo descartar a solucao caso isso ocorra.

Ambas as solucdes foram filtradas com uma membrana de tamanho de poro 0,2 um,

antes de serem utilizadas no teste de bioatividade.

3.3.3 - Imerséo das Chapas de Titanio nas Solugdes

Cada chapa de titanio tratada quimicamente foi imersa em um frasco de polietileno
contendo 16 mL da solugdo SBF. O volume da solu¢do adequado para imergir as placas
foi determinado mediante a seguinte relagdo expressa pela Equagao 2 (ISO FDIS 23317,
2005):

S
v, =S (Eq.2)

v, = volume SBF (mm’)

Onde,

S, = area total da superficie da amostra

Estas amostras ficaram em contato com a solucdo durante 1, 7, 14, 21 e 28 dias. Os
ensaios foram realizados em condicdes fisiologicas, ou seja, a 37 °C e pH em torno de
7,4. O mesmo procedimento foi utilizado com a SAB. Também foi realizado um teste
em branco para os mesmos periodos de tempo, pois a solu¢ao por si poderia induzir a

precipitagdo. Estes testes foram conduzidos em recipientes sem amostra metalica.

No caso das chapas de titdnio sem tratamento quimico, isto €, apenas lixada, elas foram

imersas somente na SAB durante 1, 7 e 14 dias.

Depois de atingido o tempo pré-determinado, as amostras foram lavadas com agua
Milli-Q e secas a temperatura ambiente. O pH da solu¢ao foi medido para cada tempo
de contato com o substrato e, posteriormente, a solucdo foi conservada com uma

solugdo de HNOs 12,5 %, para posterior determinagao de célcio por espectroscopia de
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absorcao atomica. Além disso, a concentracdo de fosforo também foi quantificada por
espectroscopia de absor¢ao molecular, UV-Vis.
Todos os ensaios foram realizados em quintuplicatas, exceto o experimento com o

titdnio sem tratamento quimico, que foi em triplicata.

3.3.4 - Estudo Cinético

Com os valores da concentragao de calcio e fosforo, determinados por espectroscopia de
absor¢do atdmica e molecular, respectivamente, foi possivel realizar o estudo cinético
para entender como ocorre a adsor¢ao destes ions na superficie do substrato em funcao

do tempo de imersao.

No estudo de adsor¢do, uma massa conhecida do so6lido (adsorvente) ¢ imersa num
volume conhecido do solvente (adsorbato), em uma dada temperatura, até que nao haja
mais variacdo na concentragdo da solucao sobrenadante. Os dados experimentais sao
expressos usualmente em termos de isoterma aparente de adsor¢do, que representa
graficamente a quantidade do soluto adsorvido por unidade de massa do adsorvente. A
quantidade adsorvida ¢ calculada através da concentragdo inicial e final do sobrenadante
em relagdo ao volume da solugdo e massa do adsorvente, neste caso utilizamos a area. A

formula empregada ¢ apresenta a seguir pela Equacao 3.

(C,-C, N

t S (Eq. 3)

Onde:

N, é a quantidade de ions adsorvida na superficie do substrato;
C, ¢ a concentragdo inicial dos ions na solugao;
C, ¢ a concentragdo dos ions na solugdo em cada tempo;

V ¢ o volume da solugao;

S ¢ a area do adsorvente ou substrato.
Construindo o grafico da quantidade de ions adsorvidos em fun¢do do tempo de contato

do substrato com a solugao, € possivel obter informagdes acerca da cinética de formagao

da fase de fosfato de calcio.
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3.4 - Caracterizagoes

3.4.1 - Espectroscopia de Absorgdo Atdbmica

Para determinar a concentra¢do de célcio presente na solucdo antes e apds o contato
com as placas de titanio, utilizou-se um espectrofotometro de absor¢ao atdmica, modelo
AA 6800, do Laboratério de Andlises Quimicas do Programa de Engenharia
Metalurgica e de Materiais (PEMM/UFRIJ). A anélise foi realizada com chama de
acetileno e o comprimento de onda foi de 442,7 nm. Desta forma, foi possivel avaliar a
concentragdo de calcio nos tempos pré-definidos, 1, 7, 14, 21 e 28 dias. Para tanto,
utilizou-se um padrao de calcio fabricado pela MERCK para preparar a curva padrao de
calciode 1, 2, 3, 4 ¢ 5 ppm, e todas as amostras foram diluidas com um fator de dilui¢ao

de 25 para que pudessem ser analisadas.

Com o objetivo de eliminar a interferéncia do foésforo, que pode provocar uma
diminuicao significativa no teor de célcio, foi necessario adicionar uma solugdo de
cloreto de estroncio 0,1 % nas amostras, pois este reagente mascara o fosforo e os ions
Ca®" podem ser quantificados (BARRERE et al., 2001). Além dessa solugdo, pode-se

utilizar também uma solug¢do de cloreto de lantanio.

3.4.2 - Espectroscopia de Ultravioleta — Visivel (UV-Vis)

Com o espectrofotometro UV-Vis usando comprimento de onda de 700 nm foi possivel
quantificar as concentracdes de fosfato nas solugdes, antes e apds imersdo dos
substratos nos tempos determinados. Para tal determinagao, foi preparada uma solugdo
padrao de fosforo (1000ppm) com o reagente KH,PO4, que foi aquecido a 120 °C
durante 24 horas. Assim, foi possivel preparar uma solucao estoque de 100ppm, que foi

utilizada para obter a curva de calibracdo, 2-10 ppm, por meio de diluigdes sucessivas.

As amostras analisadas foram diluidas com um fator de diluicdo de 34,7 e em seguida
aliquotas de 3mL de cada uma foram transferidas para um recipiente opaco, devido a
fotossensibilidade do composto formado na etapa seguinte. Posteriormente, foi
adicionado 3mL da solugdo de sulfato de ferro 4% ¢ 3mL da solugdo de molibdato de

amonio a 2%. A adi¢do do molibdato e sulfato de ferro sdo imprescindiveis na analise,
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pois eles sdo responsaveis pela formacdo do complexo que torna possivel a

determinacao do fosfato.

3.4.3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Esta técnica foi utilizada para visualizar a morfologia do revestimento. Algumas
amostras foram selecionadas e analisadas antes e ap6s imersao nas solugdes estudadas
nos seguintes tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias. O equipamento utilizado foi JEOL - JSM
6460, acoplado a um sistema de anélise espectroscOpica por energia dispersiva de raios-

X — EDS. Para obteng¢do das imagens, foi aplicada uma voltagem de 15 kV.

Além desta caracterizagdo corriqueira de superficies de titdnio, foi também realizada,
para amostra exposta na SAB por 7 dias, a andlise da profundidade do deposito,
empregando o microscopio eletronico Philips (FIB/Environmental SEM). Pode-se,
assim, obter imagens da secao transversal da camada depositada e mapear a distribui¢ao

de célcio e fosforo nesta superficie.

3.4.4 - Difracéo de Raios-X (DRX)

Os espectros de DRX das amostras selecionadas foram obtidos no Inmetro. Para obter o
espectro de DRX com tubo de Cu variou 20 de 10 a 60°. Além destas medidas de
difracdo de raios-X consideradas usuais, também foi empregada para a amostra de
titdnio, imersa na SAB por 7 dias, a técnica de baixo angulo, onde 26 variou de 2-55°.
Para tanto, a amostra foi enviada ao Laboratorio da Universidade de Bruxelas, na

Bélgica.

A identifica¢do das fases cristalinas presentes nos espectros de DRX foi possivel por
comparacdo com espectros das fichas de padrdes contidas no JPDS - International
Center for Diffraction Data (2000). Na ficha de cada padrdo, estdo especificadas
algumas informagdes como, tipo de célula unitéria, distancias interplanares e os indices

de Miller dos planos correspondentes, dentre outras.
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3.4.5 - Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica foi utilizada para identificar a composi¢do molecular dos revestimentos
obtidos apos imersdo nas solucdes estudadas. Os espectros de FTIR foram obtidos em
uma faixa de 400-4000 cm™. O instrumento utilizado foi um espectrémetro NICOLET

Magna IR-760 do Laboratério de Andlise de Quimica - IQ/UFRJ.

Para facilitar a analise das bandas referentes aos revestimentos obtidos neste trabalho,

foram utilizados dados das literaturas que estdo resumidos na Tabela 2.2.

3.4.6 - Microscopia Eletronica de Transmisséo

Uma amostra de titanio tratada quimicamente, que ficou em contato com a SAB durante
7 dias, foi imersa em alcool etilico e submetida a vibragdes ultra-sonica durante 3
minutos para que o revestimento fosse removido do substrato. Posteriormente, a
suspensdo, contendo o revestimento, foi gotejada em uma grade de cobre revestida com
filme de carbono para exame por microscopia eletronica de transmissdo, MET. A
analise foi realizada no laboratério de microscopia eletronica do PEMM/UFRJ com o
equipamento TEM JEOL 2000 FX com tensdao de aceleracdo de 200kV e EDS da

Noran.

A partir da difragao obtida no MET, foi possivel calcular as distancias interplanares e
identificar a fase de fosfato de calcio que constitui o revestimento, para tanto a seguinte
relacdo foi usada, Equacao 4.

AL =r1d (Eq. 4)
Onde,
A € o comprimento de onda do feixe de elétrons (0,0251 A°)
L ¢ o comprimento da camera (100 cm)
r ¢ o valor medido no negativo

d ¢ a distancia entre os planos
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3.4.7 - Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios-X (XPS)

O principio basico da técnica de XPS ¢ o efeito fotoelétrico, descrito por Einsten no
inicio do século XX. Quando um feixe de raios-X atinge a amostra, a energia do foton
incidente ¢ absorvida por um elétron de uma camada eletronicas mais interna (cerne) do
atomo. Se a energia do foton, hv, for suficientemente alta, esse elétron escapara do
atomo, sendo emitido da superficie do material. O elétron emitido com energia cinética
E ¢ chamado de fotoelétron. A técnica de XPS utiliza fotoioniza¢do e andlise da
dispersdao de energia do fotoelétron emitido para estudar a composicdo e o estado
eletronico da superficie de um material. A energia cinética, E,, do fotoelétron que
deixa o atomo alvo depende da energia do foton incidente, hv, e ¢ expressa pela lei
fotoelétrica de Einstein, Equacao 5.

hv=E,. +E, (Eq. 5)

Com essa relagdo € possivel determinar a energia de ligagdo, E; .

Assim, os elementos presentes na superficie da amostra sdo caracterizados diretamente
pela determinagdo das energias de ligagdo dos picos fotoelétricos, tipico de cada

elemento ou grupamento molecular.

A superficie do titanio ativado e imerso na SBF por 7 dias foi analisada no equipamento
de XPS analisador PHOIBOS 100 e XR50 da SPECS do laboratdrio de superficies do
PEMM/UFRJ. O feixe de elétrons incidido sobre a amostra foi de aluminio. Esta analise

foi importante na determinacao de calcio e outras espécies nao detectadas por FTIR.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo ¢ subdividido em duas partes, na primeira sdo apresentados os resultados
obtidos na simula¢do tedrica da precipitacdo de fosfatos de célcio na solucdo avaliadora
de bioatividade, SAB. Na préxima se¢do sdo apresentados os resultados experimentais

referentes a SAB e a solugdo simuladora do fluido corpoéreo, SBF.

4.1 - Estudo Teorico da Precipitacdo de Fosfato de Célcio na Solucao
Avaliadora da Bioatividade (SAB)

4.1.1- Estabilidade dos Fosfatos de Calcio na SAB

A composicao da solucdo avaliadora de bioatividade, SAB, utilizada para simular
teoricamente a estabilidade dos fosfatos de calcio apresentados na Figura 4.1, foi a
mesma do trabalho experimental, disposta na Tabela 3.2. Na Figura 4.1 (A), pode-se
observar a variagdo da energia livre de Gibbs (AG) do fosfato octacéalcio (OCP),
hidroxiapatita (HA), monetita (DCPA) e bruxita (DCPD) em fun¢ao do pH de interesse
da deposi¢do biomimética para cada fosfato estudado, ja na Figura 4.1 (B), observa-se

essa variacdo em uma faixa de pH maior.

35



36

| U
321 A—
—
4 /A/ N
A ¥—
A— ¥—
28 — o—ocp
*x— - HA
1 1 X -A— DCPA
o X 3% DCPD
24 ==
= Z
g -16 7 a——8
Q " o
< 1 . " o—
| o/
-17 o—
o—
o—
-18 T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.5 7.6 7.7 7.8 7.9 8.0
pH
(A)
60
A
/ *
A/A/
40 — x— K
%;/ Fo—ocp
3 - HA
— ] N /; -A—DCPA
< \; [k~ DCPD)
o 20 3$
=
2 2124 o}
6’ | o/
< E o\ O/o/
16 4-
\.//! \.\.\.
1 o
_20 T T T T T T T
6 7 8 9 10 11 12
pH
(B)

Figura 4. 1- Variacdo da energia livre de Gibbs dos fosfatos de calcio em fun¢ao do pH

(A) de deposigao biomimética e (B) em uma faixa maior de pH .
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Pela Figura 4.1 (A) pode-se afirmar que, na faixa de pH estudada, os fosfatos de célcio
estaveis sdao hidroxiapatita, HA, e fosfato octacélcio, OCP, porém, observa-se que o
OCP ¢ a fase mais estavel termodinamicamente seguida da HA, enquanto que a
forma¢ao do hidrogenofosfato de calcio anidro, DCPA, e hidrogenofosfato de célcio
dihidratado, DCPD, ndo ¢ termodinamicamente estavel, embora estas fases sejam
consideradas como precursoras da HA (LU e LENG, 2005). Além disso, pode-se
afirmar que a mudanga no pH de 7,4-8,0 tende a aumentar a variacdo da energia livre de
Gibbs dos fosfatos estudados, sendo que para o OCP e HA essa variagdo tende a ir para
o mesmo valor em pH igual a 8. Esse fato ¢ visto com mais detalhe na Figura 4.1 (B),
onde percebe-se claramente que este pH separa duas regides distintas de estabilidade,
onde a pH inferior a 8 o OCP prevalece, enquanto que a um pH superior a fase mais
estavel ¢ a HA. Este fendmeno pode esta relacionado com o grau de supersaturacio de

ambas as fases, OCP e HA, na solu¢do que depende do pH, veja Figura 4.2.
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Figura 4. 2 - Grau de supersaturagdo do OCP ¢ HA na SAB, em funcao do pH.
De fato, quando o pH ¢ inferior a 8, o grau de supersaturacio do OCP na solugdo ¢

maior, sendo similar ao da HA em pH igual a 8. Com valores superiores a 8, o grau de

supersaturagdo da HA na solu¢dao aumenta em relagdo ao OCP.
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Outras simulacdes foram realizadas com o objetivo de estudar alguns parametros que
podem influenciar o processo de deposicdo biomimética, porém o DCPA e DCPD
foram excluidos das simulagdes, ja que a variagdo da energia livre de Gibbs permaneceu
positiva em toda a faixa de pH estudada mostrando assim a inviabilidade de formacao

dessas fases.

Alguns autores (BIGI et al., 2005, CHOU et al., 2004, STOCH et al., 2000, KASUGA
et al., 2002) utilizam solugdes mais concentradas como forma de diminuir o tempo de
formagdo do revestimento sobre diversos substratos metalicos. Para estudar a influéncia
da concentragdo da SAB no processo de deposicdo biomimética, outras simulagdes
foram realizadas. Na Tabela 4.1, ¢ apresentada a composi¢do da SAB original, a
composicao da SABI, onde apenas a concentracao do cloreto de célcio ¢ aumentada, e a
composicao da SAB2, onde a concentracdo de todos os componentes ¢ quatro vezes

maior.

Tabela 4. 1 - Composi¢ao original da SAB em comparagdo com SAB modificada,

SAB1 e SAB2 utilizada nas simulagdes tedricas.

Ions SAB (mmol/L) SAB1 (mmol/L) SAB2 (mmolL")
Ca’’ 2.5 10 10

cr 5.0 20 20

Na" 4,2 4,2 16,8

HCO;5 4,2 4,2 16,8

K’ 2.0 2,0 8,0

HPO, 1,0 1,0 4,0

O perfil da variagdo da energia livre de Gibbs em fun¢do do pH ¢ apresentado na
Figura 4.3: (A) para a SAB1 mais concentrada em cloreto de célcio, (B) quando a
solugdo ¢ quatro vezes mais supersaturada em relacdo a todos os seus componentes,

SAB2.
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Figura 4. 3 - Variagao da energia livre de Gibbs dos fosfatos em fun¢do do pH quando:

(A) apenas a concentracdo de cloreto de calcio ¢ quadruplicada, SABI1, e (B) quando

todas as concentracdes dos reagentes sao quadruplicadas.
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O efeito da concentragdo de calcio ¢ observado na Figura 4.3 (A), onde pode ser notado
que o aumento apenas da concentragdo de calcio ¢ suficiente para provocar um
decréscimo na variacdo da energia livre de Gibbs para ambas as fases, HA ¢ OCP, em
torno de 2 kJ mol”, quando comparado com os dados apresentados na Figura 4.1 (A).
Contudo, um decréscimo mais pronunciado, em torno 3 kJ mol'l, na variacao da energia
livre dessas fases, HA e OCP, ¢ observado quando a concentracdo de todos os

constituintes da SAB ¢ quatro vezes maior.

A influéncia do célcio na estabilidade dos fosfatos também foi observada no trabalho de
LU e LENG (2005), no qual foi estudada teoricamente a nucleagdo heterogénea dos
fosfatos de calcio em varias solugdes que diferem entre si em composi¢ao quimica. Os
resultados demonstraram que as fases termodinamicamente favoraveis sao HA e OCP,
quando o pH ¢ igual a 10. Entretanto, no pH igual a 7,4, a fase DCPD também torna-se
termodinamicamente estavel, e a estabilidade teoricamente calculada no trabalho cresce
na ordem DCPD, OCP e HA. De modo geral, foi observado que um aumento na
concentragdo dos ions calcio e fosforo acarretou na diminuigdo da energia livre da HA,
OCP e DCPD, ou seja, a formacgao destes fosfatos sdo favorecidas com o aumento da

razdo molar Ca/P.

O aumento da concentracao das solucdes utilizadas nos testes de bioatividade ou ainda
supersaturada em célcio e fosforo tem sido relatado na literatura. O objetivo principal é
diminuir o tempo de obtencdo do revestimento de fosfato de calcio em superficies
metalicas, o que foi observado nos trabalhos de BARRERE et al., (2002, BIGI et al.,
2005, CHOU et al., 2004).

4.1.1 - Efeito do tampé&o na formacao dos fosfatos de calcio

Na Figura 4.4, pode-se observar a influéncia do tampao TRIS na atividade dos ions
calcio e fosforo em fungdo do pH. Estas espécies foram escolhidas por serem as mais
importantes durante o processo de nucleagdo dos fosfatos de calcio. A reacdo de
complexagdo do tampdao com o célcio pode ser representada pelas equagdes, onde k

representa a constante de dissociacdo:
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HL' «*>H" +L (Eq. 6)
Ca’ + L«t—>Ca(L)* (Eq. 7)

Neste caso L representa o tampao e Ca( L) representa o complexo de célcio.
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Figura 4. 4 — Influéncia do TRIS na atividade i6nica do calcio e fosforo em fungdo do

pH.

A atividade do célcio, na solucdo isenta do TRIS, permanece praticamente constante na
faixa de pH estudada, 6-12, sendo alterada apenas quando a regido ¢ mais alcalina.
Porém, quando ha TRIS na solugdo, a disponibilidade dos ions célcio na solugdo
diminui significativamente quando o pH esta entre 6 - 8, e depois permanece constante,

mas com baixa atividade.

Isso pode ser explicado devido a presenca de alguns grupos ligantes, como amina e
hidroxilas na estrutura deste tampao, que podem atuar como seqiiestradores de ions
metalicos nas solugdes. Desta forma, o TRIS forma complexo com os ions célcio, o que
pode comprometer a formacao do revestimento de fosfato de célcio, ja que terd menos

’ + 1 r . ~ . ;o . . .
fons Ca®" disponiveis na solugdo. Ainda é importante enfatizar que os grupos hidroxilas
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participam efetivamente da reacdo de complexagdo, pois ndo ha impedimento estérico
(SIGEL et al., 1982). Quanto ao ion fosforo, a atividade permanece constante em ambas
as solucdes, com e sem TRIS e apresentam o mesmo comportamento. O que era de se

esperar, pois o tampao s6 forma complexo com os metais alcalinos e alcalinos terrosos.

SCHELLER et al. (1980) estudaram experimentalmente a interacdo de alguns metais
alcalinos e alcalinos terrosos com os tampdes utilizados na area médica, como o TRIS ,
BISTRIS e TEA. Eles observaram que a estabilidade dos complexos formados com os
ions alcalinos, como Na' e K, é baixa, enquanto que a estabilidade dos metais alcalinos
terrosos com o TRIS foi significativa ¢ a ordem decrescente é Mg*" > Ca*" > Sr* >
Ba”". Em virtude destes resultados, decidiu-se apenas estudar a rea¢do de complexacio

com os ions calcio da solugdo avaliadora de bioatividade, SAB.

Outra simulagdo foi realizada empregando-se a solu¢do SAB, onde variou apenas a
concentra¢do do TRIS de 0,050 mol L™ a 1,0 mol L™ em fungdo da variacdo da energia
livre de Gibbs e da atividade do célcio, Figura 4.5 (A) e (B). Nestes extremos estdo a
concentragio usada para precipitar os fosfatos de calcio, 0,050 mol L' (ISO FDIS
23317, 2005), e para degradar os fosfatos a 1,0 mol L™ (ISO 10993-9, 1999). No teste
de degradacdo a solucdo ¢ supersaturada em TRIS, o que vai favorecer a dissolucao do

fosfato de calcio.
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Figura 4. 5 - (A) Variacao da energia livre de Gibbs da HA e OCP em funcdo da

concentragdo de TRIS na SAB e (B) atividade dos ions célcio em funcdo da

concentragdo do TRIS na SAB.
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A medida que a concentragdo de TRIS aumenta, a formagio tanto do OCP quanto da
HA ¢ desfavorecida, pois ha um aumento na variacao da energia livre de Gibbs para a
HA e OCP, esse fendmeno est4 relacionado com a quantidade de célcio que deve estar
complexado com o TRIS. Na Figura (B) ¢ notado o efeito da concentragdo de TRIS na
atividade dos ions célcio, que tende a diminuir com o aumento da concentragdao do

TRIS.

4.2 - Estudo Experimental da Formacao de Fosfato de Calcio na Solucao
Avaliadora de Bioatividade (SAB) e SBF

4.2.1-Ativacéo da superficie do titanio

Na Figura 4.6, sdo apresentadas as micrografias obtidas pela técnica de microscopia
eletronica de varredura, MEV, da superficie do titanio, lixada (A), tratada quimicamente
com NaOH 5,0 M e submetida a tratamento térmico a 600 °C durante 1 hora com
diferentes aumentos (B e C). E visivel a modificagdo na superficie do titanio apods o
tratamento alcalino e térmico, pois a superficie do titanio tornou-se rugosa e ¢ similar as
obtidas nos trabalhos de outros autores (FENG et al., 1999, JONASOVA et al., 2004).
No entanto, algumas amostras, apds tratamento alcalino e térmico, ndo se mostraram

uniforme visualmente e foram excluidas.
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Figura 4. 6 - Micrografias, MEV, da superficie do Ti- lixado 1000x (A) e do Ti ativado
com NaOH 5,0M e submetido a tratamento térmico com diferentes aumentos 1000 x (B)

e 3000 x (C).

A falta de uniformidade deste tratamento ja tem sido comentada por alguns autores
(YANG et al., 2006, JONASOVA et al., 2004), os quais acreditam que a mesma pode
estar relacionada com a etapa de processamento do metal. Como alternativa para
solucionar este problema, JONASOVA et al. (2004) propuseram um método no qual
eles tratam a superficie do substrato com &4cido antes de submeter ao tratamento
alcalino. Desta forma, eles conseguiram obter uma superficie uniforme apoés o

tratamento alcalino, o que favoreceu a formagdo da camada de apatita carbonatada.

Na Figura 4.7, estdo os espectros de EDS e DRX da superficie do Ti tratado com

solugdo alcalina e submetida a tratamento térmico.
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Figura 4. 7 - Espectros da superficie do substrato apds tratamento alcalino: (A) EDS e

(B) DRX.

Apoés o tratamento alcalino, pode-se observar a presenca de elementos essenciais na
formag¢do da camada de titanato, como oxigénio e sodio, Figura 4.7(A). J& com o
espectro de DRX pode-se identificar a presenca de picos intensos referentes ao titanio
localizados a 38 ° (002), 40 ° (101) e 52,48 ° (102). Ja o pico localizado a 27 °(110) ¢

caracteristico do o0xido de titanio.

4.2.2- Imerséo dos substratos nas soluc6es avaliadoras de bioatividade

A morfologia das amostras, apds exposicdo nas solugdes avaliadoras de bioatividade,
SAB (esquerda) e na SBF (direita) pode ser observada nas Figuras 4.8 - 4.12. Esses

resultados sao apresentados em fungdo do tempo de imersao e com aumentos diferentes.
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COPPE/UFRJ

Figura 4. 8 - Micrografias, MEV, da superficie do Ti ativado com 1 dia de imersdo na

SAB (esquerda) e na SBF Kokubo (direita) com aumentos diferentes.
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SAB_ _ SBF

COFPPEAUFRJ

Figura 4. 9 - Micrografias, MEV, das amostras de Ti com 7 dias de imersdo na SAB

(esquerda) e SBF Kokubo (direita) com aumentos diferentes.
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COPPEAUFRJ

COPPEAUFRI

Figura 4. 10 - Micrografias, MEV, das amostras de Ti com 14 dias de imersao SAB

(esquerda) e SBF kokubo (direita) com aumentos diferentes.
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EOPFPEAUFRJ.

Figura 4. 11 - Micrografias, MEV, das amostras de Ti com 21 dias de imersao SAB

(esquerda) e SBF Kokubo (direita) com aumentos diferentes.
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Figura 4. 12 - Micrografias, MEV, das amostras de Ti com 28 dias de imersao SAB

(esquerda) e SBF Kokubo (direita) com aumentos diferentes.
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Apos um dia de imersdo na SAB, pode-se observar a formag¢do de uma camada de
fosfato de calcio na superficie do substrato, cuja morfologia apresenta forma de placas,
porém a superficie apresenta pequenas regioes sem revestimento. Apos imersao na SBF
por 1 dia, ndo houve formacdo de fosfato de célcio, apesar de se visualizar uma
mudanga na superficie do substrato, que pode esta relacionada com a adsorcao inicial

dos ions presentes na solucao.

As imagens da superficie dos substratos com 7 dias de imersao nas solug¢des avaliadoras
de bioatividade estdo na Figura 4.9. Pode-se notar que apds imersdo na SAB, a
superficie do substrato estd totalmente revestida com o fosfato de calcio e comega a
surgir umas rosetas, o que esta relacionado com o crescimento da camada. Ja em relagao
a solu¢do SBF, observa-se a presenca de alguns nucleos sobre a sua superficie, o que
caracteriza o primeiro estdgio de nucleagdo heterogénea do revestimento.
Posteriormente, estes ntcleos se aglomeram dando origem ao revestimento, como pode
ser observado na Figura 4.10, a qual apresenta as micrografias da superficie dos

substratos com 14 dias de imersao nas solugdes.

A morfologia do revestimento obtido sobre as chapas de titanio ativadas e imersas na
SAB durante 14 dias se mantém praticamente inalterada. J4 no caso da solucdo SBF, o
intervalo entre 7 e 14 dias ¢ determinante para a formagdo da camada de fosfato de
calcio. A superficie do substrato se encontra revestida com aglomerados esféricos de
fosfato de célcio, até entdo ndo observados. A morfologia do revestimento, bem como a
presenga de algumas trincas sdo similares aos trabalhos encontrados na literatura que
utilizam a SBF (BARRERE et al., 2002, UCHIDA et al., 2002). A medida que a
camada cresce, aumenta a tendéncia a trinca durante o resfriamento, isso pode estar
relacionado com a morfologia do revestimento, que, por ser mais densa, pode favorecer
o trincamento, ao contrario do revestimento obtido com a SAB, que, por apresentar
cristais maiores, ¢ menos denso (LIU et al., 2007). Apds 21 e 28 dias de imersdo, a

morfologia dos revestimentos se mantém como observado nas Figuras 4.11 e 4.12.

De modo geral, pode-se observar que a morfologia de ambos os revestimentos ¢ bem

distinta. Com a SAB, a morfologia apresenta formato tipo placa pouco compacta,
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enquanto que, com a SBF o revestimento ¢ constituido por aglomerados esféricos e
densos. Na Figura 4.13 ¢ apresentado detalhes sobre o revestimento obtido com a SAB e

o mapa de composi¢do quimica ao longo da espessura do revestimento ¢ apresentado.

rating Voltage Detector

20 kV ETD

Figura 4. 13 - Micrografia, da amostra imersa na SAB por 7 dias, com detalhes sobre o

crescimento do revestimento € 0s mapas.

Na imagem acima pode-se observar a presenca do substrato, na base, ¢ uma camada
amorfa seguida pela presenca de placas, que crescem. O revestimento tem uma
espessura de aproximadamente 15 pm. Como observado nos mapas, os seguintes

elementos foram identificados: Ti, no substrato, ¢ o Ca e P na camada revestida. E
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geralmente aceito que cristais com morfologia tipo placa estdo relacionados com a fase

caracteristica do OCP (LU et al., 2006, BROWN, 1966).

As amostras de titdnio sem tratamento quimico ficaram em contato com a SAB durante
1, 7 e 14 dias. Nesta etapa, pretendeu-se avaliar se a solugdo proposta era propicia a
revestir superficie de qualquer natureza quimica, o que ndo indicaria seu uso como
solucdo avaliadora de bioatividade. Na Figura 4.14, ¢ mostrada a micrografia e o

espectro de EDS obtido apds 14 dias de imersao do substrato na solugao.

Figura 4. 14 - Micrografia e EDS do Ti sem tratamento quimico apos 14 dias de imersao

na SAB.

Como pdde ser observado, Figura 4.14, ndo houve formagdo do revestimento de fosfato
de célcio sobre a superficie do Ti sem tratamento quimico, ¢ a analise de EDS revelou
apenas a presenca de titdnio na amostra. Assim, fica confirmado que as caracteristicas
da superficie ¢ um pardmetro importante neste tipo de deposicdo. Em virtude deste
resultado, acredita-se que a solucdo proposta, SAB, possa ser utilizada nos testes de
bioatividade, ja que ela foi seletiva com relagao a superficie do substrato, pelo menos

para o titdnio ndo previamente tratado.

Os espectros de infravermelho referentes as superficies de Ti ativadas que foram

imersas na SAB durante 1, 7, 14, 21 e 28 dias sdo apresentados na Figura 4.15. Para
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analise dos espectros, foram utilizados os resultados dispostos na Tabela 2.2, que

fornecem informagdes sobre a localizagcao dos grupamentos quimicos.
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Figura 4. 15 - FTIR do Ti ativado NaOH apos imersao na SAB em diferentes tempos.

De acordo com os espectros de FTIR das amostras imersas na SAB, observou-se que,
com um dia de imersdo, surge uma banda na regido 1450 cm™, que ¢ atribuida ao modo
vibracional do grupo carbonato, indicando a sua incorporagdo na rede da apatita com
substituicdo do tipo B, que aumenta de intensidade com o tempo de imersdo. J4 as
bandas nas regides 1108 ¢ 1138 cm™ sdo caracteristicas do HPO4> presente na estrutura
do OCP, enquanto que uma banda pouco intensa na regido de 528 cm’™ referente
também ao mesmo grupamento aumenta de intensidade nos demais tempos. Entretanto,
nesta regido do espectro ndo ¢ possivel distinguir se o pico € caracteristico do OCP ou
da HA. Bandas na regido de (950-1000) cm™ sdo atribuidas ao modo vibracional da

molécula do PO4” na freqiiéncia de ressondncia (vi). Também as bandas na regido de
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614- 603 cm’' sdo caracteristicas do modo de ligacdo do PO4 com v4. Espectros de
infravermelho referentes as amostras de Ti ativada e que foram imersas na SBF por

diferentes tempos sdo apresentadas na Figura 4.16.

1d

7d

14d

PO; PO’V PO,
T I T I T I T I T I T I T I T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

ndmero de ondas (cm™)

Figura 4. 16 - FTIR da superficie do Ti ativada com NaOH apo6s imersao na SBF por

diferentes tempos.

Nos primeiros dias de imersdo, 1 e 7 dias, nenhuma banda caracteristica da apatita foi
observada, o que estd de acordo com os resultados obtidos no EDS. J4 com 14 dias
surgem bandas caracteristicas do carbonato, hidrogenofosfato e fosfato, que
permanecem nos tempos posteriores. Com o aumento do tempo de imersao, ha uma
diminuicao na intensidade das bandas de PO43', na freqiliéncia de ressonancia (v;) a 991

-1 oA . it~ ’
cm’, como conseqiiéncia da substitui¢do por ions carbonato.

Comparando os espectros de FTIR de ambas as solugdes, observou-se que existe a
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presenca de grupamentos caracteristicos da apatita ap6és um dia de imersdao na SAB,
enquanto que na SBF estes picos s6 aparecem com 14 dias de imersdo. A substitui¢ao
do carbonato ¢ favorecida com o aumento do tempo de imersdo para ambas as solugdes.
Na regido de aproximadamente 1645 e 3500 cm™ surgem bandas caracteristicas da
molécula de agua em ambos os revestimentos, o que ¢ explicado pelo fato do
revestimento ter sido obtido em meio aquoso e ndo ter sido submetido, posteriormente,

a nenhum tipo de tratamento térmico.

A existéncia de bandas na regido 3568-3574, 3550, 3536 cm™' & caracteristica do grupo
OH' presente na HA ou OCP, porém nenhuma banda foi encontrada nesta regidao para
ambos os revestimentos, o que indica que os depésitos sdo deficientes em OH'. E
importante ainda ressaltar que a apatita do osso ¢ deficiente em OH’ e enriquecida em
HPO,”, o que sugere que os revestimentos obtidos neste trabalho apresentam

similaridade com o osso (PASTERIS et al., 2004).

Ha relatos de que a presenca de ions carbonato nas apatitas sintéticas influencia o
comportamento de decomposi¢do, solubilidade, sinterabilidade e na reatividade
biologica. Eles provocam uma diminuicdo na cristalinidade e um aumento na
solubilidade, tanto nos testes in vitro quanto nos testes in vivo (SLOSARCZYK et al.,
2005, LANDI et al., 2004).

Os espectros de DRX dos revestimentos obtidos com a SAB e SBF sao apresentados
nas Figuras 4.17 e 4.18, respectivamente. O espectro do revestimento obtido com SAB,
Figura 4.17, foi obtido variando 26 de 2 a 55°, com a finalidade de identificar se a fase
de fosfato de calcio formada sobre o substrato era OCP, ja que a morfologia tipo placa,
observada no MEV, ¢ caracteristica desta fase. A realizagdo da analise com baixo
angulo foi importante, pois, a aproximadamente 5°, existe um plano (100) tipico do
OCP, que o diferencia da HA, pois essas fases possuem caracteristicas similares e
alguns picos se confundem, por exemplo para 20 =25,88 ° temos a HA(002), enquanto
que em 26,08 ° esta o OCP (002). J& para HA (211) = 31,77 ° enquanto que para o OCP
(402) = 31,66 °. A dificuldade de obter espectros de DRX com angulo baixo se reflete

nos trabalhos que nao conseguem distinguir estas duas fases (XIN et al., 2005, LU,
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2004).

mTi
OO0CP
4n3o identificado

Intensidade

Figura 4. 17 - Espectro de DRX do titanio ativado com NaOH e imerso na SAB durante

7 dias.

Por meio do espectro de DRX, Figura 4.17, foi possivel identificar um pico
caracteristico do OCP em 4,7° cujo plano de difracdo ¢ (100). Outros picos também

foram identificados como sendo desta fase a 16,18 ° (116) ,28,31° (é 21),32,3° (':’: 172) ,

34,11° (422), 38,15 (232) e 49,58 (642). Além disso, dois picos de titinio foram
detectados a 38,2 (002) e 40,1°(101).
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Figura 4. 18 - Espectros de DRX das amostras imersas na SBF em diferentes tempos.

O revestimento obtido com a solu¢do SBF apresenta baixo grau de cristalinidade, o que
pode ser observado nos espectros de DRX, Figura 4.18. Com o aumento do tempo de
imersdo, os picos caracteristicos da apatita carbonatada, localizados entre 31-32° e
33,17° aumentam de intensidade, enquanto que os picos do titanio localizados a 38 e
40°, cujos planos sdo (002) e (101), respectivamente, desaparecem com 28 dias de

imersdo, o que indica o crescimento do revestimento.

Andlise de microscopia eletronica de transmissdo, MET, do revestimento obtido na
SAB, apos 7 dias de imersao, foi realizada. A principio também seria realizada a analise
com a amostra imersa na SBF, mas, devido a dificuldade de remover o revestimento do
substrato, ndo foi possivel prosseguir tal analise. A Figura 4.19 mostra a imagem do

MET e a difracdo dos cristais tipo placa que recobriam a superficie do titdnio ativado.
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Figura 4. 19 - Micrografia do MET e padrdo de difragdo do revestimento obtido na

superficie do Ti ativado com NaOH e imerso na SAB por 7 dias.

A morfologia do cristal ¢ do tipo placa irregular. E a menor distincia entre pontos na
difracdo de elétrons foi de 0,266 mm, que corresponde a uma distancia interplanar de
aproximadamente 0,94 nm. A segunda menor distincia com medida igual a 0,38mm
corresponde a um do1y de 0,67nm, que pode ser tanto da fase OCP quanto da HA, pois
ambas possuem plano (001) com distancia interplanar em torno de 0,688 nm. Mas, o
que diferencia estas fases ¢ a distancia interplanar com 0,9 nm que ¢ caracteristica do
OCP (LENG et al., 2003), o que indica que a difracdao de elétrons corresponde a fase
OCP e nao a hidroxiapatita. Como a difracao foi tirada com aumento baixo nado foi

possivel confirmar os angulos de 90,15, 92,54 ¢ 108,65° da estrutura triclinica do OCP.

Revestimento biomimético, sobre liga de Ti6Al4V, composto por OCP, tem mostrado
ser mais efetivo na adesdo e proliferagdo de células do osso, quando comparado com
apatita carbonatada revestida biomimeticamente sobre a mesma liga (DEKKER et al.,
2005). Apos cultivo de células, ambos os materiais, Ti6Al4V revestido com OCP e
Ti6Al4V revestido com apatita carbonatada amorfa, foram implantados in vivo e, apés 4

semanas, nenhuma reacdo inflamatéria foi observada. Ainda segundo estes autores a
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formagdo de osso novo foi maior no material revestido com OCP do que na liga
revestida com apatita, ambos com células aderidas, o que sugere que a liga revestida
com OCP ¢ mais interessante para a engenharia de tecido 6sseo se comparado com a

apatita carbonatada.

Apesar de ser observada, com o auxilio do MEV, uma mudanca na superficie do
substrato ativado com NaOH e exposto na SBF por 7 dias, a andlise por EDS e FTIR
ndo foi capaz de detectar a presenca de Ca e P na superficie do substrato. Para tanto, foi
necessario recorrer a técnicas mais sensiveis, como o XPS, que é capaz de determinar a
composi¢do quimica a niveis de camada atomica. Os resultados obtidos com esta
técnica estdo dispostos na Tabela 4.2, como a composicao percentual dos elementos

detectados no XPS referente & amostra e as suas respectivas energia de ligagao.

Tabela 4. 2 - Composi¢ao dos elementos da superficie do Ti ativada apds imersao na

SBF.

SBF (7 dias)/ (%) Energia de ligagao/ (eV)

Ca2p 2,88 348
P2p 1,47 134
Ols 51,73 531
Cls 30,72 286
Ti2p 43,09 459

Os resultados da analise confirmaram a presenca dos ions calcio e fosforo na superficie
do titdnio. Isso sugere que os nucleos observados na Figura 4.9 sdo constituidos por
esses ions. A presenca intensa de carbono na amostra deve estar relacionada com algum

tipo de impureza, pois nao foi realizado o sputtering na superficie da amostra.
Na Figura 4.20, estdo os espectros de XPS referente a amostra imersa na SBF por 7

dias, (A) espectro geral, (B) deconvolugdo do pico de titanio, (C) deconvolugdo do pico

de oxigénio, (D) deconvolugdo do pico de célcio e (E) deconvolugdo do pico de fosforo.
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Figura 4. 20 - Espectros de XPS obtido do titanio tratado com NaOH e imerso por 7

dias na SBF.
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No espectro geral de XPS, cinco elementos foram observados, sao eles, O 1s, Ti 2p, Ca
2p, C 1s e P 2p. Com a deconvolu¢ao do pico do Ti 2p, dois picos foram identificados
com energia de ligacdo de 459 e 465 eV, que sdo atribuidas a ligagdo do Ti-O. Esta
ligacdo se deve a presenga do titanato de sddio amorfo formado na superficie do titanio
apos tratamento com NaOH e subseqiiente tratamento térmico (LEE et al., 2003). Na
deconvolugdo do pico Ols, trés subpicos foram observados com as seguintes energias
531, 532.4 e 534 eV. O pico mais intenso a 531 eV, pode ser tanto da ligagdo de OH"
quanto do PO,> (LI et al., 2004, TAKADAMA et al., 2001), enquanto que a 532.8 eV &
referente a ligagdo do HPO e 534 eV ¢ da H,O. Também o espectro de célcio foi obtido
com mais detalhe, e foi observado a presenca de pico duplo com energia de ligagao Ca
2p (351,9 e 348 eV), 0 que esta de acordo com os dados da HA encontrados na literatura
(LEE et al., 2003, TAKADAMA et al., 2001). Ja para o P2p, o pico presente a 134,4 eV

¢ tipico dos fosfatos de célcio.

Por meio dos resultados de XPS, pode-se afirmar que o revestimento obtido com a SBF
comecou a se formar com 7 dias de imersdo, o que nao foi observado com as técnicas de
FTIR e EDS. A dificuldade de identificar os ions célcio na superficie do revestimento
ap6s 7 dias de imersao com o EDS ja havia sido mencionada no trabalho de

SARAMAGO e SERRO (2003), que apenas identificaram essas espécies por XPS.

A variagdo na concentragdo dos ions calcio e fésforo, em fungdo do tempo de exposi¢ao
com a superficie do titanio ativado, ¢ apresentada na Figura 4.21 (A) e (B). A Figura
(A) corresponde a variacdo dos ions célcio na SAB e SBF e a (B) corresponde a
variagdo dos ions fosforo em ambas as solugdes. A reducao dos ions calcio e fosforo na
solugdo ¢ um dos critérios adotados em varios trabalhos para identificar a precipitagcdo
dos fosfatos de calcio na superficie dos substratos (JONASOVA et al.,, 2004,
TAKADAMA et al., 2001, VANZILLOTTA et al., 2006). Esse fendmeno ¢ notado na
Figura 4.21 para ambas as solugdes, SAB e SBF, onde foi observada uma reducdo
estatisticamente significativa na concentragdo destes ions ao longo do tempo de

exposicao.
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Figura 4. 21 - Concentragao de calcio e fésforo na SAB e SBF em fungdo do tempo de

imersdo dos substratos.
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Para a SAB, hd uma diminuicdo da quantidade de célcio na solucdo bastante
pronunciada ja no primeiro e sétimo dia de imersao, variando em torno de 20 e 27 ppm,
respectivamente. E depois de 14 dias, fica praticamente constante, pois observa-se uma
relativa estabilizagdo das curvas, o que denota uma menor atividade da precipitacao.
Para o tempo posterior a 21 dias, acredita-se que a quantidade de ions na solucdo seja
insuficiente para adsorver no substrato, pois pode-se ter atingido um estdgio de
equilibrio. Ja na SBF a variacdo de cdlcio nos primeiros dias, 1 e 7, ¢ a mesma, ficando
em torno de 5 ppm, enquanto que, com 14 dias, a varia¢do ¢ pronunciada. Em relagdo a
reducdo dos ions fosforo na SAB, foi notada uma diminuicao significativa no primeiro
dia de imersao, sendo que essa concentragao permanece praticamente inalterada com 21
dias de imersdo. O contrario acontece com a SBF, onde nos primeiros tempos de
imersdo do substrato, 1 e 7, a quantidade de fosforo praticamente ¢ a mesma da solugdo

inicial, enquanto que, apds 14 dias, a concentragdo de fosforo diminuiu drasticamente.

De modo geral, pode-se perceber que a concentracdo inicial de ions céalcio na SBF foi
inferior 8 SAB na ordem de 30 ppm, embora ambas as solu¢des tenham sido preparadas
de forma a ter as mesmas concentragdes de calcio. Essa diferenga na concentragcdo da
SBF pode ter influenciado a cinética de formacao da camada de fosfato de célcio sobre
a superficie do titanio ativado, ap6s exposi¢ao nessa solucdo, ja que a camada de fosfato
de célcio so6 foi obtida com 14 dias como observado pelas micrografias do MEV.
Também a presenca de alguns fons como Mg”" na SBF podem ter contribuido, pois
estes ions sdo considerado inibidores do processo de nucleagdo (BARRERE et al.,
1999). JONASOVA et al. (2004) também utilizaram a SBF e s6 conseguiram obter o
revestimento sobre a superficie do titdnio apds 10 dias, sendo que a superficie nao
estava totalmente revestida, o que indica que a cinética de formagao do fosfato de célcio
na SBF ¢ inferior & da SAB. Logo, para o objetivo de revestimento a solugdo proposta,

SAB, ¢ mais eficiente do que a SBF.
Os resultados da variagdo da concentragdo de calcio e fosforo na SAB permitiram

calcular a quantidade desses ions por area de substrato, Figura 4.22. Para isso utilizou-se

a Equagdo 3.
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Figura 4. 22 - Quantidade de ions calcio, N.,, e foésforo, Np, por area do substrato em

fun¢do do tempo de imersao.

De acordo com a Figura 4.22, pode-se afirmar que a adsor¢do dos ions célcio ¢ seguida
pela adsorcao dos ions fésforo, indicando assim que ndo ha formac¢ao de uma camada de
calcio para que os ions fosforos sejam adsorvidos. Também foi observado que a
quantidade de ions célcio adsorvidos no substrato ¢ superior a do fésforo, isto pode estar
relacionado com a facilidade com que os ions célcio se movem no seio da solu¢do em
dire¢do a superficie do substrato, o que se deve ao seu menor raio atdomico. Além disso,

r . . It + 1 It ~
h4 uma maior quantidade de fons Ca®" disponivel na solucio.

Com um dia de imersdo, a quantidade de ions calcio na superficie do substrato ¢
aproximadamente 0,003 mg mm™, ao passo que, para os fons fésforo, foi 0,001 mg mm’
2. A extracdo dos fons calcio da solugdo se deve a presenca de grupos funcionais, como
hidroxilas na superficie do substrato, os quais se ligam quimicamente com ions

metalicos, neste caso o calcio.

Os resultados da variagdo da concentracdo de calcio e fosforo indicaram que o
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revestimento obtido com a SAB cresce até 21 dias e, apds esse tempo a espessura da
camada deve permanecer constante. Apesar da SAB esta supersaturada em ambas as
fases, OCP e HA, como visto na Figura 4.2, a velocidade de reacdo do OCP ¢ maior
(5525148, 1996), o que pode ter favorecido a formag¢do da mesma em detrimento da

HA. A reagdo de formagdo do OCP ¢ descrita a seguir, Equagao 8:

8Ca’* +6P0; +2H " ==Ca,H,(PO,), (Eq. 8)

KAMAKURA et al. (2005) e SUZUKI et al. (2006) mostraram que o OCP pode ser
facilmente convertido em HA via reagdo de hidrélise, quando exposto em meio aquoso

a 70 °C, ou ainda por meio de tratamento térmico (APARECIDA, 2006).

Ainda, no trabalho de SUZUKI et al. (2006) foi estudado o comportamento de ambos os
materiais, OCP ¢ OCP convertido em HA, em testes in vitro e in vivo. Os resultados
sugerem que o OCP estd mais propenso a formar osso novo, se comparado com a HA
obtida na hidrolise do OCP. Também foi observada a conversdo do OCP — HA apo6s
ser implantado in vivo, baseado nesses resultados os autores sugerem que o processo de
conversdo do OCP em HA apos ser implantado in vivo pode estimular a diferenciagdo

de osteoblastos, o que favorece o bom desempenho desse material.
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4.3 - Consideragoes Finais

Alguns trabalhos tedricos tém estudado o processo de formagdo dos fosfatos de calcio e
os fatores que podem influenciar no tipo de fosfato a ser depositado, como o aumento na
concentragdo dos ions célcio e fosforo. Entretanto, o efeito do tampao, TRIS, ainda nao
tinha sido levado em considerag¢do nas solugdes que simulam a parte inorganica acelular
do fluido corpéreo, como por exemplo, a sua reagio de complexagio com os fons Ca*".
A presenca do TRIS, como visto na Figura 4.4, reduz a disponibilidade de calcio para
precipitacdo. Dessa forma, seria ideal determinar, para cada solucdo, a atividade dos

ions em vez de somente a sua concentragao.

Devido a baixa atividade da superficie do titanio, ¢ necessario formar uma camada
intermediaria na sua superficie, por meio do tratamento com solugdo alcalina, que
favorece a nucleagdo dos fosfatos de calcio e apresenta excelente aderéncia com o

substrato e a apatita precipitada.

A identificagdo dos revestimentos obtidos em meio biomimético € uma etapa criteriosa,
uma vez que os fosfatos de célcio apresentam propriedades semelhantes, o que dificulta
a sua caracterizacdo. Como exemplo, foi citado a similaridade na localizagdo dos planos
cristalinos da HA e OCP identificados por meio da técnica de DRX. Além disso, muito
comumente estd presente mais de uma fase tornando ainda mais complexa a

identificacao inequivoca de um fosfato.

Revestimentos de OCP sobre implantes metalicos podem desempenhar papel importante
durante a regenera¢do do tecido désseo, ja que esta fase tende a se converter em HA
quando implantada in vivo. Porém, trabalhos devem ser desenvolvidos a fim de elucidar

o papel do OCP quando implantado in vivo

A inexisténcia de uma norma que padronize as condigdes para realizagdo dos testes in
vitro tem dificultado a comparagdo dos resultados obtidos na literatura. A proposta de
norma ISO feita por KOKUBO (ISO FDIS 23317, 2005) ainda estd em discussdo. As

etapas propostas por esta norma, para a realizagdo de teste, mesmo que seguida
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cuidadosamente ainda nao garantem a reprodutibilidade dos resultados, o que se deve,
principalmente, ao fendmeno de precipitagao que pode ocorrer durante a preparacao da

solucao.

69



CAPITULO5

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos durante a realizagdo deste trabalho pode-se afirmar que:

As simulagdes teoricas, referentes a solucdo avaliadora de bioatividade (SAB) proposta
por BASTOS et al. (2005), foram capazes de descrever a fase de fosfato de calcio mais
estavel termodinamicamente. No caso, o fosfato octacélcio (OCP), na faixa de pH da
deposicao biomimética. Os resultados obtidos pela simulacdo corroboraram os

experimentos realizados com essa solugao.

Foi observado, com os dados da simulagdo tedrica, o efeito do tampao TRIS no
processo de deposi¢cdo biomimética, pois ele forma complexos com os ions célcio sob a
forma Ca (TRIS)*" e, portanto, parte desses ions esta indisponivel para precipitar como

fosfato de calcio.

O tempo de formagao de uma camada de fosfato de célcio com a SAB foi inferior ao da
SBF, o que pode ser explicado pela isengdo dos ions magnésio na SAB, que ¢
considerado um inibidor no processo de nucleacdo dos fosfatos de célcio. O menor
tempo de obten¢do do revestimento com a SAB juntamente com a quantidade de
reagentes utilizados sdo indicativos de que o uso dessa solugdo para revestir implantes

metalicos € vantajoso.
Conforme mostrado na Figura 4.14, as chapas de titdnio sem tratamento com solugdo

alcalina nao promoveram a formacao de fosfato de calcio apds exposicdo na SAB por

14 dias, o que sugere que essa solucdo pode ser utilizada em testes de bioatividade.
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O revestimento obtido com a SAB possui morfologia tipo placa, caracteristica do OCP,
enquanto que o obtido com a SBF possui morfologia esférica e foi identificada como

apatita carbonatada.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar experimentalmente a influéncia do tampao TRIS no processo de nucleacao dos

fosfatos de célcio. Com énfase nas reagdes de complexa¢do dos ions calcio.

Estudar o processo de dissolugdo dos revestimentos obtido com a solugdo avaliadora de

bioatividade, SAB.

Avaliar a resposta celular de osteoblastos humanos frente aos revestimentos obtidos

com a solugdo avaliadora de bioatividade, SAB.

Por meio de hidrélise converter a fase de OCP em hidroxiapatita para estudar o processo

de adsor¢do de proteinas em ambos os materiais.
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