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RESUMO

Recobrimentos de apatitas foram realizados em superficies de titdnio modificadas por feixe de laser
Yb:YAG a pressdo e atmosfera ambiente. As apatitas foram depositadas pelo método biomimético
usando trés solugdes SBF (Simulated Body Fluid) diferentes que simulam a concentragdo de sais dos
fluidos corpdreos para obtencéo das apatitas. As superficies de titAnio submetidas ao processo de fuséo
e solidificagdo rapida (ablagao) foram imersas na solucdo de SBF, as quais permaneceram por 4 dias a
37 °C. As amostras foram caracterizadas pelas técnicas de DRX, refinamento de Rietveld, FTIR, MEV e
solubilidade. Os espectros de FTIR mostram bandas referentes as ligagcdes quimicas confirmadas pela
andlise de DRX e quantificadas pelo método de Rietveld. Os recobrimentos de apatitas foram submetidas
ao teste de solubilidade em agua destilada utilizando-se eletrodo de ions seletivos e titulagédo
complexométrica a fim de estudar a cinética de liberacéo para as fases se apatitas.

Palavras chave: solubilidade das apatitas, apatitas nanométricas,fosfatos de calcio, Laser
Yb:YAG, biomateriais.



ABSTRACT

Apatite coatings were deposited on titanium surfaces modified by an Yb:YAG laser beam under ambient
pressure and air. The apatites were deposited by a biomimetic method using three different SBF
(simulated body fluid) solutions that mimic the concentration of salts in the body fluids to obtain the
apatites. The titanium surfaces subjected to the process of rapid fusion and solidification (ablation) were
immersed in the SBF solutions, remaining there for four days at 37°C. The samples were characterized
by X-ray diffraction (XRD), Rietveld refinement, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM) and solubility. The FTIR spectra showed bands corresponding to
chemical bonds, which were confirmed by the XRD analysis and quantified by the Rietveld method. The
apatite coatings were subjected to a solubility test in distilled water using ion-selective electrodes and
complexometric titration to study the kinetics of drug release through the apatite phases.

Keywords: solubility apatites, calcium phosphates, Laser Yb:YAG, biomaterials.
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Figura 40: Caracterizacdo da amostra B recoberta pela SBF 6, (a) MEV, (b) DRX, (c)
EDS, (d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase B-TCP depositada sobre a superficie 105
do titAnio analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions

seletivos.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Propriedades do titanio. 27
Tabela 2: Elementos que podem ocupar os sitios atdbmicos da apatita. 33
Tabela 3: Razdo Ca/P dos fosfatos de calcio. 34
Tabela 4: Ocorréncias de fosfatos de célcio em sistemas bioldgicos. 37
Tabela 5: Estruturas cristalinas e parametros de rede das fases alotropicas do TCP. 44
Tabela 6: Ti c.p. e suas composi¢cdes maximas. ASTM F67-88. 52
Tabela 7: Propriedade Mecanicas de resisténcia de tracéo/tenséo do Ti cp. ASTM -
F67-88
Tabela 8: Condicdes de ajuste do feixe de laser 54
Tabela 9: Parametros selecionados de aplicacéo do Feixe de laser. 55
Tabela 10: Concentracdes ibnicas das solucdes utilizadas para o recobrimento de c6
apatitas (mmol.dm™).
Tabela 11: Porcentagem das fases obtidas, apds refinamento por Rietveld 83
Tabela 12: Referéncias de angulos de contato e condi¢cbes de molhamento 86
Tabela 13: Angulo de contato das amostras experimentais 86
Tabela 14: Razao Ca/P dos fosfatos de calcio. 89
Tabela 15: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apos refinamento por Rietveld 94
Tabela 16: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apos refinamento por Rietveld 98
102

Tabela 17: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apos refinamento por Rietveld
Tabela 18: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apés refinamento por Rietveld 107

Tabela 19: Fases de Apatitas Obtidas nos Recobrimentos 107



Simbolos
eV

w
\%

A

f

ms
D
ns

A
Ep

Pa

F

LISTA DE SIMBOLOS

unidade de medida de energia
Unidade de energia por tempo
Velocidade de Varredura
unidade de comprimento (Angstrom)
Frequéncia
milisegundo
diametro
nanosegundo
Comprimento de onda
Energia de Pulso
Unidade de pressao

Fluéncia

Unidades
1eV=1,602177 x 10™° J
J/s
mm/s
1 A=10""m
Hz
s
cm
s
gm
mJ
1 atm = 10™ Pa

J.cm?



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACP Fosfato de Calcio Amorfo
DRX Difratometria de Raios X
EDS Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios X
HA Hidroxiapatita
HAp Hidroxiapatita Deficiente Em Célcio
\Y Andlise No Infravermelho
MEV Microscopia Eletrénica de Varredura
OCP Fosfato Octacalcico
B-TCP Fosfato Tricélcico
Ticp Titdnio Comercialmente Puro

Espectroscopia vibracional na regido do

FTIR Infravermelho com Transformada de Fourier



SUMARIO

1 - INTRODUCAO

1.1 - Biomateriais

1.2 - Aplicacdes dos Biomateriais

1.3 — Titanio (Ti cp)
1.4 — Biocompatibilidade e Bioatividade
1.5 - Tratamentos de Superficie
1.6 - Laser Yb:YAG
1.7 - Bioceramicas de Fosfatos de Calcio — Apatitas
1.8 - Fosfatos de Calcio de interesse bioldgico
1.8.1 — Hidroxiapatita
1.8.2 - Fosfato de Calcio Amorfo (ACP)
1.8.3 - Fosfato Octacélcico (OCP)
1.8.4 - Fosfato Tricalcico (TCP)
1.9 — Método Biomimético
1.10 — Modelo da dissolucao dos fosfatos de Calcio
1.11 — Modelo da Camada de Célcio

1.12 — Liberacdo Controlada de Farmacos
1.13 - JUSTIFICATIVA

1.14 - Estudo piloto dos parametros Laser
2 - OBJETIVOS

3 - METODOLOGIA

3.1 - Materiais

3.2 - Irradiagdo da superficie do titanio pelo Laser

3.3 - Selecédo as superficies irradiadas com feixe de laser
3.4- Caracterizacdo das amostras irradiadas pelo laser

3.5 - Obtengéo de Apatitas

3.6- Recobrimento de apatita pelo método biomimético sobre a superficie modificada

3.7 - Tratamento térmico das amostras recobertas com apatitas

3.8 - Caracterizacao das amostras recobertas pelo método biomimético

4 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO
5 — TECNICAS UTILIZADAS

21

21

24

26
28
29
30
33
37

37

44
45

a7

48
49
50
51

52
52

53
55
55
55

55

56
56

58
60



5.1 - Irradiagéo a Laser 60

5.2 - Microscopia Eletronica de Varredura de Alta Resolugao 62
5.3 - Difratometria de raios X - DRX 64
5.4 — Método de Rietveld 65
5.5 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de Fourier — FTIR 66
5.6 - Tensao Superficial 68
5.7 - Espectroscopia Raman 69
5.8 - Estudo do perfil de dissolugéo in vitro 69
5.9 — Titulagéo 70
5.9.1 - Titulagdo complexométrica com EDTA 71
5.10 — Mecanismo de Resposta dos Eletrodos de ions Seletivos de Calcio 72
6 — RESULTADOS E DISCUSSAO 78

6.1 — Obtencéo e deposicédo das fases de apatitas sobre o titanio 78

6.1.1 - Superficies Irradiadas por Laser
6.1.2 - Medidas de angulo de contato
6.1.3 - Superficies Irradiadas e submetidas ao tratamento com NaOH
6.2 - Recobrimento de apatitas pelo Método Biomimético 89
6.2.1 - Fases de Apatitas
6.2.1.1 - Fosfato de Célcio Amorfo (ACP)
6.2.1.2 - Fosfato Octacélcico (OCP)
6.2.1.3 - Hidroxiapatita (HA)
6.2.1.4 - Fosfato tricalcico (B-TCP)

6.3 - Resumo dos Resultados Obtidos 107

7—- CONCLUSAO 109

8 — REFERENCIAS 110



Introducao 21

1 - INTRODUCAO

1.1 — Biomateriais

Num sentido amplo, um biomaterial pode ser definido como qualquer substancia,
excetuando-se as drogas, que pode ser usada, por qualquer periodo de tempo, como parte de
um sistema que trata, aumenta ou substitua quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcdes do corpo.
Este conceito € compativel com aqueles apresentados por Ratner, que aplica o conceito
temporal de funcionalidade e por Willians que conduz o conceito mais relacionado ao grau de
aceitabilidade pelo organismo receptor em cada periodo de sua permanéncia como um corpo
estranho. Praticamente todos os biomateriais utilizados clinicamente na odontologia devem
satisfazer certos requisitos essenciais como: (a) biocompatibilidade; (b) biofuncionalidade; (c)
resisténcia a corrosao; (d) propriedades mecéanicas semelhantes as do 0sso, tais como: modulo
de elasticidade, resisténcia a tracdo e a fadiga; e (e) processabilidade.,Ratner conceitua a
biocompatibilidade como a capacidade de qualquer material (corpo estranho) de ser compativel
com um tecido vivo, de modo que ndo ocorra interagdo adversa entre ambos. Este conceito
sugere que os materiais que nao promovam qualquer interacdo devam ser mais adequados.
Atualmente este conceito tem sido reformulado levando a biocompatibilidade a um conceito
firmemente atrelado a funcéo de utilizagdo do material, onde materiais absolutamente inertes e
in6cuos ndo sao tdo competitivos aqueles que induzem respostas controladas e de interesse ao
organismo na sua aplicacédo. Vallet- Regi em seu esforco de conceituar biomateriais apresenta
sua nocao de materiais biocompativeis fortemente ligada a aplicacéo, sugerindo a necessidade
de haver interacdo intencional com o organismo receptor. Nos materiais que séo utilizados em
implantes intra-6sseos, a biocompatibilidade € avaliada principalmente pela reacdo do 0sso ao
material, e o ideal é quando se obtém a osteogénese total, na qual ha uma uniéo fisico-quimica
do osso ao implante. Esta interacdo se da em tipos que se diferenciam entre si em cada estagio
do fendbmeno da osseointegracao:

(&) Em um primeiro momento, a propriedade fisica “energia de superficie”,relacionada ao grau
de molhabilidade da superficie do corpo pelo sangue, é de extrema importancia e definird o tipo
e quantidade de contato que o novo tecido terd com o implante;

(b) no estagio seguinte, o potencial eletroquimico da superficie passa a determinar o grau de
capacidade de adeséo do implante ao novo tecido;

(c) no proximo estagio o tipo de troca idnica entre a superficie do implante e o organismo

definira o tipo de tecido (mineral e organico) ao redor do primeiro; e (d) finalmente, a topografia
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da superficie do implante definira a sua capacidade de retencéo pelo novo tecido formado, pela
area de superficie especifica, e manutencéo desta retencdo quando sob carga mecénica, pela
auséncia de cantos vivos concentrando tensdes pontualmente. .(RATNER, 1996),( VALLET-
REGI, 2004), (WILLIANS, 1991).

Desta forma, biocompatibilidade e biofuncionalidade s&o propriedades que juntas
atualmente conceituam o0s biomateriais, ou seja, a capacidade de desempenhar
apropriadamente a funcéo desejada com a necessaria aceitacdo pelo organismo, dada as suas
propriedades mecanicas, fisicas, e quimicas, 0 que compatibiliza o conceito apresentado por
Willians. Os principais metais utilizados como biomateriais séo ligas de ouro, ligas de prata,
platina, ligas Ni-Cr, Ni-Co, a¢os inoxidaveis e titanio e suas ligas. Apesar de suas composi¢cdes
guimicas basicas, as ligas metalicas possuem varias estruturas metallrgicas que aliadas aos
processos de fabricagdo, tratamento térmico e tipo de superficie, podem afetar a resisténcia a
corrosdo do material. Byrne e colaboradores demonstram que processos de corrosao,
principalmente sob tensédo mecanica, sdo susceptiveis de ocorréncia em dispositivos de fixacao
Ossea. Esta questao levou Meletis e colaboradores a oferecerem uma metodologia de ensaio de
corrosao para protese dentais. A metodologia envolve condicbes ambientais simulando o meio
bucal e aplicacdo de carga mecéanica compativel com aquela da mastigacao.(RATNER, 1996),(
VALLET-REGI, 2004), (WILLIANS, 1991),( MELETIS, 1989),( BYRNE, 1973).

Os metais e ligas mais frequentemente usados como materiais de implante podem ser
discutidos em termos de fatores metallrgicos para se ter um melhor entendimento de seus
efeitos na resisténcia a corrosdo. Por exemplo, pequenas adi¢cdes de certos elementos na liga,
podem resultar em significativa mudanca nas propriedades mecéanicas e no comportamento de
corrosdo, de modo que mudancas na microestrutura, no tamanho de gréos, precipitados, local
de precipitacédo e presenca de impurezas podem ser muito importantes (vide ASM Handbook)

Na necessidade de se encontrar materiais confidveis para serem utilizados como
biomateriais, em especial em relagéo as propriedades mecanicas, a area dos biomateriais tem
estudado novos materiais que apresentem um conjunto de propriedades que permitam
aplicacdes ndo possiveis pelos materiais convencionais ou tradicionais. Esses materiais sdo
confeccionados a partir de metais (a¢o inoxidavel, Co-Cr, titdnio e ligas de titdnio), ceramicas
(fosfatos de célcio), polimeros (polietileno), vidros (biovidros) e compodsitos que devem
apresentar requisitos essenciais como: biocompatibilidade (é a capacidade de um material
substituir total ou parcialmente uma determinada funcdo no organismo, sem desencadear
reacdo inflamatdéria no hospedeiro), biofuncionalidade (capacidade de desempenhar uma

funcdo desejada, semelhante a qual esta substituindo), e processabilidade (WILLIAMS, 1987;
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KAWACHI, 2000). Dessa forma, materiais preparados pelo homem com o intuito de melhorar a
gualidade de vida dos pacientes, os chamados biomateriais, do ponto de vista formal podem

ser definidos como:

Qualquer substancia (outra que ndo droga) ou combinacdo de
substancias, sintética ou natural em origem, que possa ser usada por
um periodo de tempo, completo ou parcialmente, como parte de um
sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou
funcéo do corpo. (SCHOEDER, 1997).

Para que assim possam ser considerados, 0os biomateriais devem estar de acordo com a
norma ABNT NBR ISO 10993-1 (Biological evaluation of medical devices — Part 1: Evaluation
and testing); essa norma é um guia para selecéo e testes de materiais que serdo usados na
confeccdo dos dispositivos. Por meio dele, avaliam-se as caracteristicas e propriedades do
material, como: as mecanicas, quimicas, toxicoldgicas, fisicas, elétricas e as morfoldgicas (ISO,
2004). Atualmente, com o avanco da ciéncia, foram encontrados diversos materiais sintéticos
utilizados para esse fim, nos quais incluem-se metais, polimeros, ceramicas e, também, a
combinacdo desses, os compositos. As Tabelas referentes & norma ISO 10993 serédo
encontradas na Encyclopedic handbook of biomaterial and bioengeneering (1995) escrita
por Helmus e Tweden.

Esse conjunto de testes obrigatérios pela norma ISO 10993-1 estabelece duas
propriedades importantes para os biomateriais, a biocompatibilidade e a biofucionalidade. A
biofuncionalidade é o conjunto de propriedades que permite ao material desempenhar uma
func@o desejada, sendo diretamente interligada com as propriedades fisicas do material, por
exemplo, a resisténcia mecanica. Enquanto que a biocompatibilidade, em um aspecto
multidisclipinar, refere-se a compatibilidade entre o material e o0 meio biolégico no qual ele deve
permanecer, sendo as propriedades toxicoldgicas essenciais para que nao ocorram reacdes
adversas (BOSCHI, 1996). Ainda, segundo Willians (1991), a biocompatibilidade nada mais é
gue a habilidade de um material ter um desempenho satisfatério com uma resposta tecidual
satisfatoria em uma aplicacdo especifica, pois, como dito, os materiais ndo podem produzir
guaisquer respostas bioldgicas adversas, sejam locais ou sistémicas.

A biocompatibilidade de um material para implante pode ser considerada étima quando
essa promover a formacgéo de tecido normal na sua superficie, além de estabelecer com o0 meio

biolégico adjacente uma interface capaz de suportar as cargas normais ao local do implante
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(HENCH, 1993). A partir desse enfoque, os materiais chamados biocompativeis podem ser
classificados em biotoleraveis, bioinertes, bioativos e bioreabsorviveis (VALLET, 1997).

Nenhum material implantado no corpo € totalmente inerte, todos induzem uma resposta
do tecido hospedeiro (CAO, 1996). A resposta induzida pelos materiais chamados bioinertes e
biotoleraveis, em relacdo ao tecido 6sseo, é a encapsulagdo do implante por uma camada de
tecido fibroso ndo aderente (HANAWA, 1991). A espessura dessa camada depende de muitos
fatores, como: condi¢cdes do implante, do tecido hospedeiro e da interface e das cargas
mecanicas aplicadas sobre o implante (CAO, 1996). Nesse contexto, o titdnio e suas ligas sdo
definidos como bioinertes, enquanto que o aco inoxidavel e ligas de Cr-Co, como biotoleraveis.

Os materiais bioreabsorviveis se degradam gradualmente com o tempo, ocasionando a
formacdo de tecido vivo no local antes ocupado pelo implante. Por exemplo, fios de sutura
compostos de poli-acido latico e poli-acido glicélico séo metabolizados a diéxido de carbono e
agua (por meio do ciclo de Krebs), e as ceramicas de fosfato tricalcico se degradam a sais de
calcio e fosforo. Devido a grande quantidade de material que deve ser trocado por células, os
constituintes dos implantes reabsorviveis devem ser metabolicamente aceitos. Outra
caracteristica que deve ser apresentada por esses implantes, é que a velocidade de reabsorcéo
deve ser proporcional a velocidade de reposicao por tecido vivo.

Os materiais bioativos permitem uma resposta biolégica especifica na interface com o
tecido vivo, possibilitando a formacdo de uma ligagdo quimica entre o tecido e o proprio
material, também chamada por bioadesdo (HANAWA, 1991). Nesse caso, o tecido é capaz de
interagir com o material, sem a intervencéo de tecido fibroso. Dentre esses materiais, podem-se

destacar as ceramicas a base de fosfato de calcio (em especial, a hidroxiapatita) e os biovidros.

1.2 — Aplicagcdes dos Biomateriais

O numero de pacientes nos hospitais em fungdo principalmente da ocorréncia de
osteoporose e de acidentes oriundos de trabalho, transportes e esportes tém incentivado o
desenvolvimento de materiais que possam ser utilizados como préteses e implantes no corpo
humano. Em diversas situacdes, os biomateriais podem ser Uteis para reconstituicdo ou
substituicdo de tecidos naturais do corpo. Entretanto, nem sempre 0 organismo aceita 0S
materiais implantados o que preocupa os médicos e faz com que muitos pacientes voltem a
mesa de cirurgia.

Devido as distintas propriedades e formas que podem apresentar, os biomateriais podem

ser aplicados em inimeras partes do corpo humano (Figura 1):
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Figura 1: Aplicacdo dos biomateriais em diversas partes do corpo humano. (OREFICE. 2006)

De um modo geral, a aplicacdo dos biomateriais ocorre nos mais diversos campos da medicina
como por exemplo, protese em ortopedia ou cirurgia cardiovascular (valvulas cardiacas),
Orgdos artificiais, materiais para reparacédo de tecido 6sseo (implantes enddsseos), dispositivos
cirdrgicos, sistemas de liberacdo controlada de farmacos, recobrimento de materiais metalicos
e nos compositos bioativos que nada mais sdo que a combinacdo de uma bioceramica, na
forma de particulas ou fibras, com um material polimérico, potencializando suas caracteristicas

para toma-lo adequado a determinados tipos de implante (ELLIOT, 1994).
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1.3 —Titanio

A primeira aplicacdo industrial do titdnio foi no inicio dos anos 50, na indUstria
aeroespacial. Para essa aplicacdo, a alta resisténcia mecanica e baixa densidade (55% da
densidade do aco) foram fatores atraentes. Embora a indUstria aeronautica ainda continue a
utilizar titdnio e suas ligas, a excelente resisténcia a corrosdo em diversos meios incluindo os
meios oxidantes ricos em cloretos tem levado a aplicacdo em outras areas como na medicina e
odontologia, em préteses e implantes endodsseos osteointegrados (ASM Handbook, 1992).

A importancia em se estudar titanio é evidenciada pelo seu amplo uso. Em nossos dias
mais de 90% desse mineral esta relacionado com a utilizacdo de pigmentos na inddstria de
tintas, na industria do papel ou na industria ceramica. Apenas cerca de 10% encontra aplicacéo
na industria metallrgica, na forma de ferro titanato para as adicbes a acgos, ou para a
elaboracao de titanio metdlico e suas ligas, que vai desde aplicacbes em implantes dentéarios e
ortopédicos até na industria aeroespacial (LEE, 1996). Na natureza encontra-se combinado
quimicamente na forma da ilmenita (FeTiOs3) e rutilo (TiO,). Com o dltimo nivel eletrénico
incompleto (1s® 2s® 2p° 3s? 3p° 4s? 3d?), torna-se elemento muito reativo podendo adotar as
valéncias +2, +3, +4, além de formar solucdes soélidas intersticiais e substitucionais com muitos
elementos (LONG, 1998).

O tithnio possui uma combinacdo de elevada resisténcia mecanica e resisténcia a
corroséo eletroquimica e resposta biolégica favoravel, que fazem com que ele seja 0 metal mais
utilizado como biomaterial. O titdnio € um metal especial dentre os metais por apresentar uma

baixa densidade (p) como aluminio e magnésio por sua elevada razdo resisténcia/peso. A

Tabela 1 apresente algumas propriedades do titanio.
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Tabela 1: Propriedades do titdnio. (POLMEAR, 1995; LAMPMAN, 1992).

Densidade 4,510 g.cm™
Estrutura eletrénica (Ar) 4s%3d?
Estados de oxidacao +2,+3, +4

Temperatura de fuséo 1672°C

Coeficiente de dilatacéo 8,64.10° °C?

Condutividade térmica

21,9 W (mK)*
(25°C)

Condutividade elétrica

2,38.10° (2m)*
(20°C)

Suscetibilidade magnética 1,25.10°

Além das propriedades descritas na Tabela 1, o titAnio € um elemento alotrépico, isto &,
existe em mais de uma forma cristalografica. Em temperatura ambiente, possui uma estrutura
hexagonal compacta, hcp, chamada fase (o),- cujos parametros de rede sdo a=b= 0.295 nm e
¢=0,468 nm, Figura 2, a qual passa por uma transformacao cristalina acima da temperatura de
882°C, tornando-se uma estrutura cubica de corpo centrado, ccc, chamada fase B, sendo
estavel até o ponto de fusdo do metal proximo de 1672°C (LAMPMAN, 1992; COLLINGS, 1994;
LONG, 1998),.

Esta transformacdo alotropica possibilita a realizacdo de tratamentos térmicos com
transformacao total. O diferente comportamento frente a deformacao dos tipos de redes permite
dispor de um metal resistente e pouco deformével a temperatura ambiente (fase o) e facilmente
deforméavel, mediante um aquecimento (fase B). No entanto, sua baixa condutividade térmica
origina problemas de aquecimentos locais, e dificulta os tratamentos térmicos (LAMPMAN,
1992).
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FASE
.ansformacéo de 1. BETA

(882°C) (5)

Mudanca nas
propriedades
do metal

CUBICA DE
COMPACTA CORPO CENTRADO

Figura 2: Modelo de estruturas cristalinas do titanio; posicdes dos atomos indicados pela

localizacdo das esferas.

1.4 — Biocompatibilidade e Bioatividade

O conceito de biocompatibilidade se transformou bastante nas ultimas décadas.
Inicialmente, biocompativel era considerado aquele material totalmente inerte ao corpo humano.
Ou seja, 0 organismo ndo reconhece 0 a presenca do implante como um corpo estranho. Dessa
forma, o implante seria tdo bem “recebido” pelo organismo que se poderia imaginar a
existéncia, para o organismo, de um tecido completamente homogéneo composto do proprio
tecido mais o biomaterial.

Esse conceito de que um biomaterial deveria ser inerte foi deixado de lado a partir do
momento em que se chegou a conclusédo de que qualquer tipo de material sempre induz uma
resposta do tecido vizinho. Alem disso, visualizou-se que, para certas aplicacdes, havia a
necessidade de alguma forma de interacdo entre o tecido e o material. Assim, para
determinados casos, uma integragdo tecido-material seria mais importante para a atuacdo do
biomaterial do que um total desconhecimento deste pelo meio vizinho. Contudo, além de
classificar um material como biocompativel ou ndo, observou-se que um mesmo material
poderia se mostrar biocompativel para uma palicacdo ou para um tipo de paciente e
incompativel para outra aplicagcdo biomédica ou para pacientes de diferentes origens, faixas
etarias, sexo, estado geral de saude, etc.

Dessa forma, ficou claro que a biocaompatibilidade de um determinado material s6
poderia ser definida através de um entendimento global sobre as varias formas de interacéo do

organismo como material, dando-se énfase especial & interface tecido (ou meio circunvizinho)
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material. Pode-se citar quatro aspectos mais importantes com relacdo as interacbes entre

biomateriais e tecidos, que definem assim a biocompatibilidade:

1) Fendmenos fisico-quimicos de interface relacionados com os primeiros instantes de
contato entre biomaterial, tecido e ambiente de implantacao.

2) Resposta dos tecidos e meio orgéanico a presenca do material.

3) Mudangas ocorridas nos materiais como resultado da ag&o do meio (tecido, fluidos
orgéanicos) sobre o material: degradacéo e corroséo.

4) Reacao de alguma parte do organismo, ndo diretamente em contato com o implante.

Dentre esses aspectos, a interacdo dos tecidos vivos e meio corporeo, associada ao tipo
de resposta do organismo a presenca do material, € um dos pontos mais desafiadores no
desenvolvimento de biomateriais. Os tipos de interacdo entre tecido-implante s&o
fundamentalmente dependentes do tipo de material e podem ser reunidos nos seguintes
grupos: toxica, ndo-tdxica (muitas vezes chamada de bioinerte), bioativa e biodegradavel.
Ultimamente, o desenvolvimento de materiais considerados bioativos e biodegradaveis vem
sendo enfatizado ja que, além de substituir tecidos traumatizados, estes materiais também
podem propiciar a recuperacéo do tecido danificado através da atuacdo em metabolismos intra
e extracelulares responsaveis pela reproducdo celular e propagacao dos tecidos em
crescimento.

Dessa forma, conclui-se que o conceito de biocompatibilidade de um material deve ser
definido tendo em vista o estudo global dos quatro fendmenos citados anteriormente. Além
disso, tal conceito é especifico para cada sistema e depende ndo s6 das caracteristicas
intrinsecas dos materiais, mas também do ambiente de implantacdo e principalmente a
aplicacdo a que o referido biomaterial se propde. Nos itens a seguir, serdo discutidos alguns
fatores relacionados com a biocompatibilidade que podem ser manipulados através de
alteracdes nos biomateriais para provocar interacbes especificas material-tecido ou para

estabelecer novas rotas para o metabolismo intracelular (OREFICE, 2006)

1.5 — Tratamentos de Superficie

Com o objetivo do aumento da area de superficie e da qualidade de adeséo da interface
osso-implante, processos de modificacdo de superficie tém sido propostos, sendo muitos
baseados no principio de que uma melhor e mais rapida osseointegracéo pode ser alcancada

por meio da alteracdo topogréfica do implante. Um dos principais objetivos da atual pesquisa
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em implantes é o desenvolvimento de propriedades que induzam a uma reparacdo 6ssea
rapida, guiada e controlada. Mais especificamente, além de acelerar o fenémeno de reparacao,
os implantes deveriam influenciar na formacédo de uma matriz 6ssea interfacial, denominada de
neo-0ssea, com composicdo, estrutura e propriedades biomecéanicas adequadas e semelhantes
aquelas da matriz 6ssea original. Estas adequacdes permitiiam ndo somente a recuperacao
mais rapida do paciente, mas também a fixacdo estavel entre o osso e o implante, a qual
forneceria a possibilidade da aplicacao de carga mecanica mastigatéria de modo imediato sobre
o implante. Isto induz a um grande diferencial na diminuicdo do tempo de tratamento, aumento
da casuistica de sucesso, melhor efeito psicolégico no paciente além da diminuicdo dos custos
clinicos. Segundo Kilpadi e colaboradores os diversos processos de modificacdo de superficie
nos implantes de titAnio levam a necessidade de se caracterizar estas superficies, a fim de
correlaciona-las as respostas biolégicas correspondentes.(PULEO, 1999),(KIPALDI, 1998),(
KLOKKEVOLD, 1997).

Para ocorrer a formacao de tecido 6sseo é necessario que haja a captacéo e a reproducéo
de células precursoras de osteoblastos, que as mesmas se diferenciem em osteoblastos e
produzam matriz extracelular ndo mineralizada, que sera posteriormente calcificada. Estes
eventos sao bastante influenciados por algumas propriedades dos implantes, tais como, as
caracteristicas fisico-quimicas, a energia de superficie e a topografia da superficie
(SCHWARTZ,1994)

1.6 — Laser Yb:YAG

O primeiro material a demonstrar a emissao do laser foi o cristal sintético de rubi. O laser
de rubi (laser de estado solido) foi desenvolvido por Theodore Maiman em 1960 (MAIMAN,
1960). Rapidamente apos isto, pesquisadores em todo o mundo desenvolveram uma vasta lista
de materiais capazes de emitir feixe de laser. O primeiro laser gasoso foi de He-Ne,
desenvolvido em 1961, sendo o primeiro laser de radiagcdo continua (ndo pulsada). Em 1964 foi
inventado o primeiro laser liquido. Um laser que ndo se engquadra nestas trés categorias
mencionadas acima é o laser de elétron livre (FEL). O FEL converte energia elétrica em luz
através da interacao de um feixe de elétrons com campo magnético alternado periodicamente
(ondulador). Tais lasers produzem densidades muito altas de fluxo em espectro ultravioleta.

O nome LASER significa “Light Amplification by Stimulated Emission Radiation”. O
principio de amplificacdo estd na criacdo de uma populagcéo de elétrons estimulados a sairem
do seu estado natural para um estado de maior energia. Quando retornam ao seu estado

original, estes elétrons emitem fétons com uma energia correspondente a energia de transicdo
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do atomo. Através de um processo em cadeia, uma avalanche de emissfes estimuladas de
fétons e a amplificacdo do fendmeno acontecem. O feixe de fétons criado pode ser transportado
através de um espelho semi-transparente. Além disso, a luz emitida € altamente monocromatica
e direcional, permitindo assim se obter um foco extremamente preciso. A Figura 3 apresenta o
modelo da emissdo estimulada contrastando com a emissao espontanea, onde na primeira 0s
fétons emitidos tém as mesmas propriedades como energia e direcdo de propagacéo do foton

absorvido, enquanto nesta ultima isto ndo ocorre (ATKINS, 1999).

I —— E, = I
hw‘wﬂ [ "R S [P
E, - E, — E, —
ABSORCAO EMISSAO ESPONTANEA EMISSAO ESTIMULADA

(a) (b) (c)

Figura 3: Transi¢Oes Radiativas entre Niveis de Energia.

As interacdes de fétons com os elétrons em varias Orbitas procedem-se principalmente por
trés processos: absorcao, emissdo espontanea e emissdo estimulada. Um féton pode ser
absorvido por um atomo e, em consequéncia, um elétron passa de uma Orbita para outra, de
energia maior, Figura 3(a). O féton sO pode ser absorvido se a sua energia € igual a energia do
estado final menos a energia do estado inicial. Esse processo € chamado de absorcéo e se diz
gue o atomo correspondente fica num estado excitado.

Um elétron pode passar espontaneamente de uma 6rbita para outra, de energia menor e,
com isso, 0 atomo correspondente emite um féton numa dire¢do qualquer, Figura 3(b). O féton
emitido tem energia igual a energia do estado inicial menos a energia do estado final. Esse
processo € chamado de emissdo espontanea ou decaimento espontaneo e € o processo pelo
gual a maioria dos atomos com excesso de energia passam a estados de menor energia.
Diferentes materiais tém diferentes estruturas de O6rbitas e, portanto, irradiam fétons de
diferentes comprimentos de onda.

Um elétron pode ser estimulado a passar de uma 6rbita para outra, de energia menor, por
um féton de energia igual a energia do estado inicial menos a energia do estado final, Figura
3(c). Esse processo é chamado de emisséo estimulada. O féton que estimulou a transicao e o
féton emitido pelo atomo sdo coerentes, isto é, tém energias, frequéncias, comprimentos de
onda e fases iguais e, ainda, a mesma direcdo de propagacao. Este é o processo basico de

amplificacdo da radiacdo que origina o raio laser (ATKINS, 1999).
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Os tipos de lasers mais empregados nos trabalhos de materiais sédo os gerados por uma
mistura gasosa contendo gas carbbnico e os gerados por Nd:YAG (Neoymium — Yttrium
Aluminum Garnet) e Yb:YAG no estado solido. Os lasers, de CO,, Yb:YAG e Nd:YAG podem
ser usados em aplicacdes de corte, solda e modificacdes de superficie. Até recentemente,
somente laser de CO, era usado para modificar superficies. Pelo advento do laser de alta
poténcia de Nd:YAG e Yb:YAG no mercado esta limitacdo foi eliminada e existe uma tendéncia
atual nas industrias da troca do laser de CO, pelos de YAG. Isto se deve pela vantagem de
transporte do feixe por fibras oticas flexiveis e maior absorcao do laser pelo metal para este
ultimo tipo, o que compensa a sua menor eficiéncia com relacado ao laser de CO, (WETTER,
2000).

No laser ativo de Yb:YAG, o YAG denota a matriz hospedeira yttrium aluminum garnet
(estrutura granada de yttrium e aluminio), com férmula Y3AlsO1, (HENCHT, 1983). O itrio Yb é
o dopante (incorporado numa propor¢do de 0,725%), ion com valéncia Yb*, elemento da
familia terra rara, incorporado a rede cristalina como substitucional ao yttrium Y. O cristal, que
tem simetria cristalina cubica, é crescido na forma de tarugo com eixo maior na direcao [111].
Posteriormente, o tarugo é usinado na forma de um bastéo cilindrico com 6 mm de diametro e
comprimento entre 50 e 200 mm. Ao ser estimulado por luz branca, o ion dopante Nd** emite
radiacdo fluorescente com comprimento de onda A = 1,064 um e largura espectral AL ~ 4 A.
Esta radiagé@o pode se transformar em Laser se o elemento ativo apresentar ganho suficiente e
estiver adequadamente alinhado no interior de um ressonador 6ptico (SILFVAST, 1996).

Desta forma se prosseguiram os estudos com o laser, Gyorgy et. al., estudaram a
formacdo de Oxidos durante a irradiacdo pelo laser pulsado de Nd:YAG e descobriram que
existe uma maior concentracao de oxigénio no sentido centro-borda e superficie-profundidade,
isto associa-se que a altas temperaturas evita a difusdo de oxigénio naquele local, assim
migrando para as bordas, estas também apresentam um grau muito mais elevado de oxidacao,
isto deve-se o fato de que no centro e na superficie existe a formacdo de éxidos néo-
estequiométricos TixO,y1 devido a deficiéncia de atomos de oxigénio. Estes 6xidos sdo de
grande interesse e importancia para o uso medicinal devido a sua biocompatibilidade e a sua
bioinertilidade (GYORGY, 2002).

Lavisse et. al., estudaram a formacao de diversos oxidos de titanio durante o processo de
irradiacdo a laser sobre a superficie do titdnio, onde os parametros fixados foram o0s seguintes,
freqiiéncia de 5 kHz, velocidade de varredura de 500 mm.s™ e espacamento de matriz que foi

de 20 um. ApoOs a irradiacdo as amostras foram caracterizadas por XPS e EDS e com a ajuda
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do diagrama de fases do Ti-O, observou-se a formacdo de TicO, TizO e Ti,O para esses
parametros do laser (LAVISSE, 2002).

Gyorgy et. al., estudaram a influéncia do feixe de laser sobre a superficie do titanio, onde
eles variaram a distancia da lente em relacdo a amostra e verificaram o que acontecia na
superficie. Por testes de perfilometria observou-se uma maior irregularidade na superficie da
amostra quando a lente estd mais préxima, além de uma maior energia na irradiacdo da
amostra. Assim causando superficies mais irregulares e mais propicias para implantacao, a fim
de se obter a osseointegracao de forma mais eficaz (GYORGY, 2004).

Cho et. al., estudaram a influéncia da rugosidade da superficie dos implantes, alguns
apenas torneados e outros submetidos ao processo laser. Os implantes foram colocados na
tibia dos coelhos e apds 8 semanas os implantes foram retirados e fez-se o teste de torque,
onde constatou-se que os implantes com a superficie modificada pelo laser tiveram resultados
mais expressivos, ou seja, os implantes com laser incrustaram melhor no osso, outra grande

vantagem do processo laser € o baixo risco de contaminacdo devido as altas temperaturas

alcancadas no processo (CHO, 2003).

1.7 - Bioceramicas de Fosfatos de Calcio — Apatitas

Apatita € um termo geral para minerais com composicdo Mio(Z04)sX,. Diferentes
elementos podem ocupar os sitios M, Z e X, como mostra a Tabela 2. Particularmente,
decorrente da posicdo ocupada na estrutura, podem ocorrer vacancias no sitio referente a X
(AOKI, 1991).

Tabela 2: Elementos que podem ocupar os sitios atdmicos da apatita.

Sitios Elementos
M Ca, Mg, Sr, Ba, Cd, Pb
Z P,V, As, S, Si, Ge, C (como COz%)
X F, C, OH, O, Br, C (como CO5%), vacancias

Fonte: AOKI, 1991.

Na natureza as apatitas sdo encontradas em rochas igneas. No sistema bioldgico sédo
encontradas como constituintes de ossos e dentes de vertebrados, na forma de fosfatos de
calcio, onde os sitios M e Z sdo ocupados pelos elementos Ca e P, respectivamente, podendo o
sitio X ser ocupado pelos fons OH’, F', CO;* e CI..



Introducao 34

Os fosfatos de calcio tém merecido lugar de destaque entre os materiais utilizados para
a reposicao e regeneracao 0ssea por apresentarem auséncia de toxicidade local e sistémica,
auséncia de respostas inflamatorias e habilidade em se ligar ao tecido hospedeiro. Tais
caracteristicas sdo explicadas pela natureza quimica destes materiais que, por serem formados
basicamente por ions calcio e fosfato, participam ativamente do equilibrio idnico com o fluido
biolégico. Os fosfatos de célcio sdo hoje utilizados numa variedade de diferentes aplicacdes
para o tratamento do sistema 6sseo, incluindo o emprego do material isolado, como
recobrimento de préteses e na associagcdo com materiais poliméricos, tais como colageno e
polietileno (KAWACHI, 2000).

Uma forma conveniente de classificar os fosfatos de calcio € através da razdo molar
entre os atomos de célcio e fésforo (razdo Ca/P), a qual varia de 0,5 a 2,0, conforme mostra a
Tabela 3 (AOKI, 1991).

Tabela 3: Razao Ca/P dos fosfatos de calcio.

Fosfato de Calcio Férmula Quimica Ca/P
Fosfato Tetracalcico (TCP) CasO(PO,)2 2,0
Hidroxiapatita (HA) Cayp(PO4)s(OH), 1,67
Fosfato de Célcio Amorfo (ACP) Caz(POy), . nH,O 15
Fosfato tricélcico (a, o', B, y) (TCP) Caz(PO,); 15
Fosfato octacalcico (OCP) CagH,(P0O,)s.5H,0 1,33
Monohidrogénio fosfato de célcio CaHPO,4.2H,0 1,0
dihidratado (DCPD)
Monohidrogénio fosfato de célcio CaHPO, 1,0
(DCP)
Pirofosfato de célcio (CPP) Ca,P,04 1,0
Pirofosfato de calcio dihidratado Ca,P,0,.2H,0 1,0
(CPPD)
Fosfato Heptacalcico (HCP) Caz(PsO16)2 0,7
Dihidrogénio fosfato tetracalcico CayH,PeOy0 0,67
(TDHP)
Fosfato Monocalcico Monohidratado Ca(H2P0O4),.H2o 0,5

(MCPM)
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Metafosfato de célcio (o, B, 7) (CMP) Ca(POs), 0,5
Fonte: AOKI, 1991.

Uma das propriedades mais importantes dos fosfatos de célcio, a qual é explorada nas
diversas aplicacdes e que pode predizer o seu comportamento in vivo, € a solubilidade em
agua. De forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor sera a solubilidade. Observando-se as
isotermas de solubilidade de sete fosfatos de calcio, Figura 4, nota-se a inclinacao negativa nas
regiées neutras e acidas do diagrama de fases. Isso reflete o fato de que todos os compostos
sdo mais soluveis conforme o pH diminui. Na regido alcalina, a concentracdo de célcio aumenta
com o aumento do pH (SANTOS, 2002). Dessa forma, em pH fisioldgico, a solubilidade dos
fosfatos de calcio, e consequentemente sua degradacgéo in vivo, é dada pela seguinte ordem:

MCPM > a-TCP > DCPD > DCP > OCP > B-TCP > HA.

A degradacdo do material é também afetada pela desintegracao fisica em particulas
menores e por fatores bioldégicos como fagocitose e a presenca de leucocitose de mediadores
guimicos que causam a reducao do pH local. A velocidade de reabsorcao pode aumentar com o
aumento da area especifica (A ps > A ssiido poroso > A sslido denso), COM 0 decréscimo da cristalinidade
e, no caso da HA, pela substituicdo de COs* nos sitios de PO,> e por Mg®* e Sr** nos sitios de
ca® (KANAZAWA, 1989; AOKI, 1991).

log [C al]

pH
Figura 4: Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH),-H;PO4-H,O a 37°C:
isoterma de solubilidade mostrando log[Ca] e pH de solu¢es em equilibrio com varios sais.
(FERNANDEZ, 1999)
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Os ossos e dentes de todos os vertebrados sdo compdsitos naturais formados por
moléculas de colageno ligadas em cadeias lineares arranjadas em fibras. Entre estas moléculas
h& pequenos compartimentos intersticiais regularmente espacados onde estdo presentes
nanocristais de um sélido inorganico, que representa cerca de 65% da massa total do 0sso,
Figura 6. Em 1926 De Jong observou a semelhanca entre os padrées de difracdo de raios X
destes nanocristais inorganicos e de um fosfato de calcio. Apesar do componente mineral do
tecido 6sseo nado apresentar composicao definida e mostrar variagbes entre os estagios de
maturacéo e envelhecimento, sua estrutura cristalina e razdo Ca/P se assemelhavam as da HA,
apresentando ainda a presenca de jons Na*, Mg®* e COs* e em menor quantidade K*, F e CI,

podendo ser caracterizada como uma HA carbonatada de composicao representada por:

Cags D1,7(PO4)4,3(C03)(H PO4)0,7(OH,CO3)o,3 D1,7
onde [_] representa as possiveis substituicdes catidnicas. Desde entdo varios estudos foram
conduzidos para testar os efeitos de diferentes fosfatos de calcio em contato com o tecido
0sseo vivo (VALLET-REGI, 2004).

F Companents Insiginies . 00

Fibra de colageno ) | h
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Molécula de colageno

i o %3

Nanocristais inorganicos
Figura 5: Arranjo do colageno no tecido 6sseo e semelhanca dos padrdes de difracao de raios
X do componente inorganico do tecido 6sseo e da HA. Fonte: VALLET-REGI, 2004; VERCIK,
2004.

A deposicao do fosfato de célcio nas moléculas de colageno ocorre por um processo de
biomineralizacdo controlado envolvendo mais de 200 diferentes proteinas, que atuam como
inibidores e nucleadores para o crescimento epitaxial e ancoragem ao coldgeno. Por outro lado,
a cristalizacdo do fosfato de célcio presente no tecido 6sseo envolve a formagédo cineticamente
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controlada de produtos intermediarios metaestaveis. Dentro de condi¢cfes in vitro, € observada
a transformacéo de ACP a OCP, o qual se converte ao fosfato de célcio com composicao
semelhante ao presente no tecido 6sseo (VALLET-REGI, 2004).

Os fosfatos de calcio apresentam-se hoje como 0s principais materiais estudados e
empregados como biomaterial para a reposicao e regeneracdo do tecido 0sseo, pois
apresentam como principais caracteristicas:

- Semelhanca com a fase mineral de ossos, dentes e tecidos calcificados;

- Excelente biocompatibilidade;

- Bioatividade;

- Auséncia de toxicidade;

- Taxas de degradacéo variaveis;

- Osteocondutividade.

Devido as semelhancas quimica e estrutural com a fase mineral de ossos e dentes, a
HA é o fosfato de calcio mais pesquisado e utilizado como biomaterial. Contudo, outros fosfatos
de calcio também s&o considerados de interesse bioldgico, pois ocorrem em calcificacdes
normais e patologicas e durante as diferentes etapas de desenvolvimento ésseo (KAWACHI,

2000). A Tabela 4 relaciona diversos fosfatos de calcio e suas ocorréncias em sistemas

bioldgicos.
Tabela 4: Ocorréncias de fosfatos de calcio em sistemas biolégicos.
Fosfato de Célcio Ocorréncias
Hidroxiapatita (HA) Esmalte, dentina, 0SS0, calculo dentario
e urinario.
Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) Célculo dentério e urinario.
Fosfato octacélcico (OCP) Calculo dentério e urinario.

Monohidrogénio fosfato de calcio
dihidratado (DCPD)

Fosfato tricélcico (TCP)

Célculo dentario, ossos decompostos.

Célculo dentério e urinério, caries
dentérias. Calcificacao de tecido mole.

Pirofosfato de célcio dihidratado

(CPPD) Depositos de pseudo-gotas em fluidos.

Fonte: KAWACHI, 2000.

1.8 - Fosfatos de Calcio de interesse bioldgico

1.8.1 - Hidroxiapatita

As apatitas séo definidas pela formula quimica Mio(Y),Z> e formam uma gama variada de

solucdes sdlidas como resultado da substituicdo de sitios M?*, XO,* ou Z'. As espécies M** s&o
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tipicamente céations metéalicos divalentes como Ca*", Sr?*, Ba**, Pb?* ou Cd?*". As espécies Y*
s&o tipicamente um dos seguintes anions trivalentes: PO,*, AsO,%, VO,*, CrO,* ou MnO,*. Os
anions monovalentes Z° sdo geralmente F, OH, Br ou CI' (DUCHEYNE, 1998). O anion
divalente CO3* no lugar de Z, d4 origem as carbonatoapatitas.

A hidroxiapatita (HA) € uma bioceramica que tem uma estrutura similar a fase mineral de
0ssos e dentes (KAWACHI, 2000). Este material € um importante substituto do osso humano
em implantes e préteses e isto se deve as suas propriedades de biocompatibilidade,
bioatividade e osseointegracéo.

Hidroxiapatita (HA), especificamente hidroxiapatita de calcio, € um composto de
composicao, estequiometria - (Ca)10(PO4)s(OH), - e cristalografia definida. A hidroxiapatita de
célcio pertence ao sistema hexagonal, com grupo espacial P6s/m, que é caracterizado por uma
simetria perpendicular a trés eixos “a” equivalentes (al, a2, a3), formando angulos de 120°
entre si. A razdo ideal Ca/P da hidroxiapatita estequiométrica é 10/6, ou seja, 1,67, e a
densidade calculada é 3,219 g/mL (PARK, 1984).

A sua célula unitaria contém uma representacdo completa do cristal de apatita,
consistindo em grupos de Ca, PO, e OH empacotados juntos em um arranjo como visto na

Figura 6.

@ on

Figura 6: Estrutura da Hidroxiapatita

O carbonato, CO3?, pode fazer substituices tanto no grupo da hidroxila OH™ quanto no do
fosfato PO,*, designadas como substituices do tipo A ou B, respectivamente. Estes dois tipos
de substituicdes tém efeitos opostos nos parametros de rede (eixos “a” e “c”): A substituicdo do
tipo A causa uma expansdo no eixo “a” e uma contracdo no eixo “c”, a0 passo que a
substituicdo do tipo B causa uma contracdo no eixo “a” e uma expansdo no eixo “c”. As

substituicbes do tipo B associadas a substituicdes de Ca®" por Na* causam mudancas
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morfolégicas nos cristais de apatita: de acicular para bastdes e para equiaxiais com aumento do
teor de carbonato (LEGEROS, 1993). A existéncia de cavidades na estrutura cristalina
responde pela porosidade e conseqlente atividade superficial das apatitas (BRANEMARK,
1987). Vérias substituicdes que também alteram as propriedades das apatitas ocorrem, além
daquelas mencionadas até aqui. S&o elas: Ca*" por Sr** e Ca** por Mg*, que causam uma
maior solubilidade das apatitas; quando presentes simultaneamente, os substituintes podem ter
efeitos sinérgicos ou antagbnicos nas suas propriedades. O magnésio e o carbonato tém efeitos
sinérgicos sobre a cristalinidade e sobre as propriedades de dissolucéo das apatitas sintéticas;
magnésio e fluoreto ou carbonato e fluoreto tém efeitos antagénicos, o efeito do fluoreto sendo
o mais dominante (LEGEROS, 1993). A parte inorganica do tecido 6sseo consiste em uma fase
amorfa e uma fase cristalina, a primeira sendo fosfato tricalcico enquanto que a ultima é
hidroxiapatita. A fase amorfa predomina em 0ssos novos e é parcialmente transformada em
fase cristalina com a idade (BRANEMARK, 1987).

As propriedades quimicas da HA podem ser modificadas através do método de sua
preparacdo. Para implantes 0sseos ou dentarios, duraveis por muitos anos, utiliza-se um
material pouco sollvel, constituido por hidroxiapatita pura. Quando se deseja que o biomaterial
seja reabsorvido pelo corpo, cedendo lugar ao tecido 6sseo novo, pode ser utilizado uma
ceramica mais sollvel, geralmente constituida por uma mistura de hidroxiapatita com outros
fosfatos de calcio (KANAZAWA, 1989). Estes fosfatos podem ser transformados em ceramicas
osteocondutoras (sao capazes de induzir a proliferacdo de tecido 6sseo sobre a superficie do
implante) (RIGO, 1999).

1.8.2 - Fosfato de Calcio Amorfo (ACP)

Embora ndo pareca existir em quantidade detectavel nos tecidos duros dos vertebrados,
o ACP tem sido encontrado em sistemas biolégicos como composicéo de calculos dentarios e
urinarios. Apresenta interesse como biomaterial, pois ocorre como uma fase intermediaria
durante a formacdo de HA no meio biolégico e em sistemas aquosos (JULIEN, 2007).

Apresenta férmula quimica Caz(P0O,)..nH,O, com n variando de 3 a 4,5. Corresponde em
composicao a HA deficiente em célcio de composi¢do CagH,(PO4)s.nH-0.

Andlises por Microscopia Eletrdnica de Transmissdo mostram que o ACP é formado por
particulas esféricas com diametros de 20 a 120nm sem estrutura, que sédo aglomerados de
pequenas particulas. Ha a possibilidade que o ACP apresente uma estrutura semelhante a da
HA, mas como os cristais sdo muito pequenos esta fase aparece como amorfa. Alguns autores

descrevem a ocorréncia de dois tipos de ACP, denominados de ACP1 e ACP2, os quais
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apresentam a mesma composicdo, diferindo apenas em morfologia. As morfologias
caracteristicas para estes compostos sao, respectivamente, grédos esféricos e morfologia

flocular, apresentadas na Figura 7 (KIM, 2005).

Figura 7: Morfologias caracteristicas do ACP1(a) e ACP2(b). Fonte: KIM, 2005.

Baseado no método de distribuicdo radial de raios X é proposto que o ACP é formado por
clusters esféricos de aproximadamente 0,95 nm de diametro de composicdo Cag(PO,)s,

denominados clusters de Posner, com moléculas de agua nos intersticios, Figura 8.
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Figura 8: Distribuicdo dos clusters de ACP.Fonte: KANAZAWA, 1989.

As principais propriedades apresentadas pelo ACP incluem:
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- Possibilidade de substituicBes catidnicas e anidnicas: apresenta tal propriedade semelhante a
HA, porém com menor nimeros de possibilidades de substituicdes, incluindo apenas os ions

Mg?* como substituinte do Ca?* e COs* e F* como substituintes do PO,>.

- Habilidade de transformacéo a outros fosfatos de calcio: o ACP é reconhecido ocorrer como
uma fase metaestavel nos estagios iniciais da formacdo de fosfatos de célcio a partir de
solucBes aquosas supersaturadas com pH neutro ou alcalino e também durante a mineralizacéo
dos tecidos vivos. Pode converter-se diretamente a HA ou tendo como fases intermediérias o
fosfato octacalcico (OCP) e HA deficiente em calcio (HAp), conforme descrito (KANAZAWA,
1989):

ACP > HA 1)
ou
ACP - OCP > HA, > HA 2)

Alguns autores descrevem que a transformacdo de ACP a HA ocorre diretamente a
partir de ACP1, enquanto que a sua transformacdo através da formacdo de intermediarios
ocorre tendo ACP2 como outro intermediario, conforme descrito abaixo (DEKKER, 2005; IJIMA,
1998):

ACPl1 > HA (3)
ACP1 > ACP2 > OCP > HAp > HA 4)

- Solubilidade: a maior solubilidade do ACP em compara¢do a HA torna-se uma caracteristica
importante para a sua utilizacdo como biomaterial, pois |he confere maior velocidade de
degradacdo no meio biolégico. A velocidade de degradacdo de um material esta fortemente
relacionada a osteocondutividade e desempenha papel importante na fixacdo inicial de
implantes com o tecido 6sseo. Um material solGvel possibilita a troca de ions Ca®* e PO,* com

0 meio biolégico, facilitando o crescimento 6sseo.

1.8.3 - Fosfato Octacélcico (OCP)

Além de ocorrer como fase intermediaria durante a formacdo de o0ssos e dentes,
convertendo-se diretamente a HA, o OCP participa do processo de controle da morfologia dos
cristais presentes no tecido 6sseo através da sua adsorcdo na superficie da matriz proteica
amelogenina, a qual é responsavel por este processo (SUZUKI, 2006).

Apresenta formula quimica Cag(HPO,),(P0O,4)4.5H,0 e estrutura cristalina pertencente ao

sistema triclinico (P 1) com parametros de rede a = 19,71A, b = 953A e ¢ = 6,83A e o =
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9,014°, B =92,52° e y = 108,67°. Consiste de um arranjo alternado entre camadas com estrutura
semelhante a da HA de composicao 4[Cas(PQ,),.0,5H,0] e camadas hidratadas de composicao

4[CaHP0O,4.2H,0], conforme apresentado na figura 9 (ELLIOT, 1984; KANAZAWA, 1989).

Figura 9: Estrutura cristalina do OCP.Fonte: KANAZAWA, 1989.

A Figura 10 mostra as regifes de pH e temperatura nas quais o OCP pode ser formado.
Como pode ser visto, a formacdo do OCP ocorre numa regido intermediaria entre a HA e o
CaHPO,.2H,0O (DCPD — Monohidrogénio fosfato de calcio dihidratado) ou CaHPO, (DCP —
Monohidrogénio fosfato de célcio). Dessa forma, nota-se que o OCP apresenta estrutura e
composicdo intermediarias entre o DCPD e a HA, explicando a similaridade de suas

propriedades com a HA.
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Figura 10: Regides de pH e temperatura de formagéo do OCP. Fonte: KANAZAWA, 1989.

As principais propriedades do OCP incluem (DEKKER, 2005; IMAIZUMI, 2006):
- Possibilidade de substituicdes catidnicas e anibnicas: a estrutura do OCP permite a
incorporacdo de fons Cd®*, Cu** e F, este dltimo levando & formacdo de fluorapatita
[Cas(POy)sF;]. A capacidade de adsorgdo destes ions pelo OCP é maior que a da HA e menor
gue do composto CaHPO,4.2H,0.

- Adsorcao de proteinas: o OCP adsorve proteinas em sua superficie tdo bem quanto a HA.

- Conversédo a HA: O OCP ¢é uma fase metaestavel e sua transformagcdo a HA é
termodinamicamente favoravel, sendo espontéanea e irreversivel. Esta transformacao ocorre por
hidrélise do OCP, acompanhada pelo consumo de fons Ca?* da solucdo ou do fluido bioldgico,
segundo a reacdo 5 (SOMRANI , 2005):

Cag(HPO4)2(PO4)4.5H20 + 2C32+ + 20H + 2H,0 > Calo(PO4)6(OH)2 + 5H,0 + 2H30+ (5)

- Proliferacdo celular e osteocondutividade: a utilizagdo de OCP como biomaterial vem
crescendo acentuadamente, pois estudos revelam que este composto apresenta as
propriedades de proliferacdo celular e osteocondutividade mais acentuadas que da HA.

Dekker et al. (2005) analisaram o comportamento in vitro, mediante cultura de células da
medula 6ssea, e in vivo, mediante implantacdo em ratos, de amostras de Ti recobertas com HA
carbonatada e OCP. Os resultados mostraram que a proliferacdo e adeséo celular foram

maiores nas amostras recobertas por OCP. Além disso, o recobrimento de OCP ocasionou a
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formacdo de maior volume de tecido 6sseo na superficie do Ti, sendo este 0sso mais

organizado que o formado sobre o recobrimento de HA carbonatada.

1.8.4 - Fosfato Tricalcico (TCP)

Este fosfato de célcio ocorre em vaérias calcificacdes patoldgicas, como calculos
dentarios e urinarios e é o principal constituinte de céaries dentéarias.

Pode ocorrer em 4 formas alotrépicas, onde as temperaturas de transicao e sequéncia

de ocorréncia sao:

1120-1180°C 1430-1470°C
p-TCP —— o-TCP——— «o/-TCP (6)
a fase y-TCP s6 ocorre em altas pressoes.
A estrutura cristalina e os parametros de rede de cada fase sédo apresentados na Tabela

5. A estrutura cristalina da fase o’-TCP néo € conhecida devido a dificuldade de preparacéo.

Tabela 5: Estruturas cristalinas e parametros de rede das fases alotropicas do TCP.

Sistema a (nm) b (nm) ¢ (nm)
a-TCP Monoclinico 1,287 2,728 1,521
B-TCP Romboédrico 1,043 1,043 3,737
v-TCP Romboédrico 0,524 - 1,867

Fonte: KANAZAWA, 1989.

As principais propriedades apresentada pelo TCP incluem (KAWACHI, 2000; KWON,
2003; CAMPBELL, 2003):
- Possibilidade de substituicbes catibnicas: a forma alotrépica B-TCP possibilita que até cerca
de 15% dos ifons Ca®" sejam trocados por Mg®* sem mudancas significativas em sua estrutura,

originando o composto denominado de B-TCP substituido por magnésio.

- Bioatividade e Osteocondutividade: as formas alotrépicas o e B-TCP exibem a mesma
habilidade de osteocondugédo, porém a fase a-TCP apresenta maior bioatividade, sendo este
fato atribuido ao arranjo estrutural desta fase que possibilita que maior quantidade de jons Ca**

e PO,* sejam trocados com o meio biol4gico.
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- Biodegradacéo: a utilizacdo do TCP juntamente com a HA tem sido uma alternativa viavel para
aumentar a velocidade de reabsorcdo da HA. Nestes casos, a velocidade de dissolucédo da
mistura HA/TCP é controlada pela quantidade de TCP utilizado. Devido ao seu comportamento
biodegradavel, o TCP na formas alotropicas o e B, tem se tornado objeto de interesse na area
de biomateriais, sendo utilizado na ortopedia e odontologia como material de preenchimento de
cavidades e defeitos 6sseos e fixacao de tecidos moles.

1.9 - Método Biomimético

O processo de deposicdo biomimética se baseia na precipitacdo heterogénea
sobre substratos de titanio ativados. A superficie do titanio é tratada em uma solucéo
alcalina, geralmente NaOH, e posteriormente tratada termicamente. Esse procedimento
ativa a superficie do metal, acelerando a nucleac¢éo e crescimento de fosfatos de calcio.
A nucleacdo e crescimento do recobrimento de apatita se ddo apos imersdo em uma
solucéo salina balanceada (solucdo de Hank’'s ou SBF), a 37°C por varios dias (DE
GROOT, 1998). Esse processo se assemelha ao processo de biomineralizacdo 0ssea
(LAYROLLE, 1998).

1.10 — Modelos da Dissolucéo dos Fosfatos de Calcio

Hidroxiapatita, fluorapatita e apatitas carbonatadas apresentam o fenbmeno denominado
“Equilibrio Metaestavel de Solubilidade” (MES) caracterizado pela ndo concordancia do valor do
produto de solubilidade i6nica (Ks), com o valor do produto das atividades iénicas para os ions
presentes em uma solucdo mantida em contato com o solido por um longo periodo. As
discrepancias entre o valor de K tedrico e experimental tém sido tratadas como funcdo da
quantidade de solido que se dissolve até que o equilibrio metaestavel seja alcan¢ado, do pH da
solucdo e também da concentracdo inicial de Ca?*, ions fosfato e outros fons presentes na
solucdo.(CHANDER, 1984), (MAFE, 1996)

A solubilidade atipica de alguns fosfatos de calcio segundo o seu comportamento tém sido
atribuida a diversas causas. Uma destas causas tém sido as modificacdes na superficie destes
fosfatos, que ocorrem pela agéo da solucdo sobre a superficie destes.(LAMER, 1962)

Para investigar a ocorréncia de MES e as modificacdes causadas pela solugdo na
superficie dos fosfatos de calcio, dois parametros tém sido determinados: as concentracdes e
as respectivas atividades dos ions presentes na solugdo em equilibrio com o sdlido e a

quantidade de solido que se dissolve até que o MES seja alcancado. De forma sucinta, a
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metodologia utilizada para estes estudos pode ser descrita por: uma massa reduzida do fosfato
de célcio é suspensa em um tampéo contendo ion Ca** e HPO,*. Ap6s um periodo suficiente
para o equilibrio ser alcancado, as concentracées de Ca?* e PO,* sdo determinadas por
métodos analiticos classicos. (BOCKRIS, 1977)

Além dos fatores acima relatados, recentemente tem-se investigado as relacdes entre
propriedades da superficie dos fosfatos de calcio sélido e o seu comportamento como
Biomaterial. Os resultados destes estudos mostram que as caracteristicas da superficie dos
fosfatos de célcio sdo uns dos principais fatores que determinam o sucesso ou falha dos
implantes formados por estes materiais. (THOMANN, 1989),(BOCKRIS, 1977)

Tem-se estudado também a influéncia da composicdo destes fosfatos sobre o seu
comportamento tanto in vitro como in vivo. Assim: cristalinidade, razdo Ca/P, morfologia,
porosidade, tamanho das particulas e a presenca de ions como pirofosfato, carbonatos,
fluoreto, etc, tém sido relacionados ao comportamento dos fosfatos de célcio tanto em estudos
“in vitro” como em estudos “in vivo”. (THOMANN, 1993)

A partir do que foi exposto, é clara dependéncia das propriedades relacionadas a
biocompatibilidade dos fosfatos de calcio e 0 comportamento da superficie destes materiais sob
a acao dos fluidos bioldgicos. Avancar, portanto, na compreensdo destes comportamentos
representa a possibilidade de controla-lo e de estender este controle para amenizar situacdes
adversas, como a cérie e a osteoporose ou estimular processos desejaveis, como a
osteogénese.

Com o crescente aumento nos estudos da dissolugdo de apatitas Zhu e colaboradores
estudaram a dissolucdo da hidroxiapatita sintética (HAP) e da fluorapatita do (FAP) em agua
pura a 25°C e a 45°C em uma série de experiéncias do grupo. As andlises de DRX, de FT-IR e
de MEV indicaram que as apatitas sintéticas HAP e as FAP, indicaram uma estrutura
microcristalina quando comparadas com as apatitas nas experiéncias utilizadas. Nos resultados
obtidos verificou-se nao ter nenhuma variacédo ébvia depois que a dissolucdo salvo a existéncia
de grupos do OH™ em espectros de FT-IR para FAP apés uma dissolu¢do de 2880 h. Durante a
dissolucdo do HAP (0-4320 h), o fosfato de célcio aquoso alcancou a maxima concentragdo
apos 120 h de processo. Para a dissolucao de FAP na agua pura, apds um periodo de duracdo
de 1440 h, as concentracbes do elemento e o pH se tornaram constantes sugerindo a
realizacdo de um de estado estacionario entre a solugcéo e o sélido. Durante o periodo inicial de
reacdo da dissolucdo de FAP (120 h), os componentes minerais foram liberados em relacdes

ndo estequiométricas na proporcao de Ca: P, Ca: F e P: F. Zhu e colaboradores analisando os
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resultados calcularam as energias livres de formacdo do AGt o [HAP] e AG; o (FAP) que séo
-6282.82 kJ/mol e —6415.87 kJ/mol, respectivamente.

O mecanismo geral da dissolugcdo é baseado no nivel atual do conhecimento e sera
modificado simultaneamente com aparéncia de dados experimentais novos. Pontos agora
alguns faltantes e obscuros podem ser marcados para serem estudados no futuro:

1. Transformacdes do produto quimico que acontecem com o0s ions durante a difusao com
Camada de Nernst;

2. Composicao quimica da superficie das apatitas durante a dissolucéo;

3. processos de absor¢do e de destacamento idnicos;

4. Processos de formacéo e de crescimento dos nucleos da dissolucéo;

5. estagios iniciais da formagdo dos pocos gravura em agua forte nas tomadas da
deslocacéo;

6. Influéncia especifica dos anions na absorcdo idnica, a difusdo de superficie, e ao
destacamento. Os pontos acima devem ser investigados a fim ter a melhor compreenséo de
todos os processos envolvidos. As técnicas modernas da analise de estado de superficie

puderam ser Uteis na compreensao da estrutura de superficie e de sua composicdo quimica.

1.11 — Modelo da Camada de Célcio.

Um dos principais modelos de dissolucdo para os fosfatos de calcio é o modelo da camada
de calcio. Este modelo tem por objetivo explicar a dissolucdo dos fosfatos de célcio, e tém o
mérito de ser um dos poucos modelos matematicos que, além de descrever a dissolugdo destes
materiais, chega a resultados quantitativos relacionados a solubilidade e cinética de dissolucao
dos fosfatos de calcio.(DONNAN, 1911)

Este modelo desenvolvido a partir de modelos matematicos que descrevem a adsorcao de
fons em superficies e modelos para a superficie, considera que ao longo da dissolucdo dos
fosfatos de calcio ocorre a adsorcéo de ions célcio na superficie destes fosfatos, impedindo que
a dissolugédo dos fosfatos de calcio continue a ocorrer ao final do processo.

A Figura 11 representa a premissa basica do modelo proposto por Gramain.
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Figura 11: Modelo da camada de calcio proposto por Gramain para a dissolucdo de
hidroxiapatita que representa um determinado instante da cinética de dissolu¢do, onde temos

uma camada de adsorcdo seguida da camada de Nenrst. A linha inclinada representa a

variacao da concentracdo de ions calcio ao longo desta camada de Nenrst.

A Figura 11 representa um instante qualquer ao longo da cinética de dissolucdo dos
fosfatos de calcio. Na figura 11 s&do mostradas a interface fosfato de calcio e solugéo
circundante, e a superfifice do fosfato de calcio com ions célcio adsorvidos. Adjacentes a
camada de adsorcdo existe a camada de Nerst, na qual ocorre a variagdo da concentracdo de
fons célcio ao longo da distancia em relagédo a superficie do fosfato de célcio, Como € possivel
observar na Figura 11, a concentracdo de ions célcio diminui & medida que a distancia da

superficie do fosfato de célcio aumenta.(DONNAN, 1911).

1.12 - Liberacéo Controlada de Farmacos

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da ciéncia,
a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o avanco da
saude humana. Os sistemas de liberacdo, freqlientemente descritos como “drug delivery
systems”, oferecem inUmeras vantagens quando comparados a outros de dosagem
convencional.

O sistema de liberagcdo apresenta vantagens como:

e Maior eficacia terapéutica, com liberacédo progressiva e controlada do farmaco, a partir

da degradacao da matriz;

¢ Diminuic&o significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na circulagéo;
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e Natureza e composicao dos veiculos variada e, ao contrario do que se poderia esperar,
ndo ha predominio de mecanismos de instabilidade e decomposi¢do do farmaco (bio-
inativacdo prematura);

e Administracdo segura (sem reagdes inflamatorias locais) e conveniente (menor numero
de doses);

e Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das espécies
bioativas;

e Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas.

Devido ao sistema de liberacdo de farmacos se apresentar um método promissor e
vantajoso quando comparados aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos é
gue pesquisadores do mundo se emprenham nos sistema de liberacédo controlada (DUMITRIU,
1994). Nas formas de administracdo convencionais (spray, injecao, pilulas) a concentracdo da
droga na corrente sangliinea apresenta um aumento, atinge um pico maximo e entdo declina.
Desde que cada droga possui uma faixa de acdo terapéutica acima da qual ela é toxica e
abaixo da qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens
administradas. Este fato é problematico se a dose efetiva estiver préxima a dose toxica.

O objetivo dos sistemas de liberacdo controlada é manter a concentracdo do farmaco entre
estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem
(GHANDEHARI, 2003), (FARREL, 2003). A diferenca de concentracdo plasmatica efetiva em
funcdo do tempo, entre sistemas convencionais e de liberacdo controlada, pode ser melhor

visualizado na Figura 12.

Figura 12: Perfis de liberacdo de drogas em funcdo do tempo: convencional x controlada.
(GHANDEHARI, 2003).
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1.13 - JUSTIFICATIVA

A cada ano aumenta o numero de pessoas que sofrem infarto nas veias que irrigam o
sangue ao coracdo, gerando, um elevado risco de vida ao paciente, transtornos sociais e
psicolégicos. Os avancos na medicina moderna tém possibilitado o desenvolvimento de
dispositivos que geram uma melhora na qualidade de vida dessas pessoas. No campo de
cirurgias do coracdo, por exemplo, pacientes que sofrem infarto devido ao entupimento das
veias do coracdo por gordura, para possibilitar o fluxo sanguineo normal foi criado um
dispositivo denominado stent. O desenvolvimento das cirurgias do coracdo no campo da
medicina e de outras areas tém dado incentivo a pesquisa de dispositivos no campo dos
biomateriais a fim de melhorar a qualidade de vida da populagéo.

Nos campos medicinais, ortopédicos e odontologicos, busca-se obter um dispositivo no
gual, além de excelente resisténcia mecanica, ofereca boa bioatividade/compatibilidade quando
em contato com o meio biologico.

Dentre essas técnicas, o processo de modificacdo de superficie por feixe de Laser vem
ganhando destaque nos ultimos anos, pois além de se obter morfologias parecidas com as
demais técnicas, ndo deixa nenhum vestigio de contaminacdo (HALLGREN, 2003;
CHO, 2003; GAGGL, 2000), caracteristica importante para aplicacfes clinicas. Implantes com
essa modificacdo ja estdo sendo inseridos no mercado.

Contudo, resultados comprovam que os materiais bioativos nas superficies de stents
favorecem uma recuperacdo mais rapida dos enfermos. Dentre esses materiais, 0s grupos das
apatitas ganham destaque por possuirem elementos similares aos do tecido 6sseo. Entre as
técnicas de preparagdo das apatitas, podem-se destacar os processos sol-gel e biomimético.
Nos ultimos anos, recobrimentos pela rota sol-gel, utilizando-se os precursores nitrato de calcio
e acido fosférico, vém sendo muito estudados. Pois, além de apresentarem resultados
equivalentes aos alcéxidos de calcio e fosforo, a preparacdo do sol é simples e de menor custo
econOmico em relacdo aos alcéxidos.

Nesse aspecto, stents de biocompdsitos (titAnio com apatitas bioativas) estdo sendo
estudados e obtendo bons resultados quanto a liberacdo de apatitas (CHENG, 2005; MANSO,
2003; LIU, 2002), assim, obtendo-se uma plataforma inorgénica propicia para a incorporacdo de
farmacos. Entretanto, ainda, encontram-se alguns problemas, sendo um dos principais, a falta
de adeséo entre o substrato e o recobrimento. Nesse sentido, 0 uso do processo a Laser como

modificacao de superficie antes do depdsito, pode ser utilizado para melhorar esse problema.
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1.14 - Estudo Piloto dos Parametros do laser

Foram selecionadas 2 superficies por microscopia eletrénica de varredura entre 81
condicdes irradiadas experimentalmente. Os critérios de exclusdo envolveram a observacéo
de falhas de érea irradiada, trincas, auséncia de padronizacdo ou areas excessivamente
irradiadas. O grupo de superficies mais homogéneas foi obtido utilizando a poténcia

referenciada no equipamento entre 100 e 255 com variacdo da freqiéncia entre 20 a 35 kHz.
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2 - OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo:
e Modificar a superficie do titdnio por feixe de Laser Yb:YAG, a fim de gerar
propriedades fisico-quimicas adequadas para incorporacao de apatitas;

e Sintetizar as fases de apatitas ACP, OCP, HA e B — TCP a fim de serem
utilizadas como uma matriz inorganica para uma possivel incorporacao de

farmacos;

e Estudar a solubilidade das fases de apatitas a fim de possibilitar a utilizacdo

da mesma como uma possivel matriz inorganica.

e Estudar a composicéo de fase de apatitas em cada amostra.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - Materiais

O Ti cp é classificado em graus 1, 2, 3 e 4, de acordo com as normas ASTM F67-88
designadas para normatizacdo de biomateriais. A principal diferenca, entre os graus do Ti
cp, é a composicao de oxigénio, nitrogénio e ferro presente.

A Tabela 6 apresenta um comparativo entre a analise quimica das amostras recebidas
da empresa TITANEWS e a composicdo quimica nominal de acordo com a ASTM F67-88
para biomateriais (ASM, 1992). A Tabela 6 apresenta as propriedades mecanicas limites

para o Ti cp permitidas pela ASTM F67-88.

Tabela 6: Ti c.p. e suas composicfes maximas. ASTM F67-88 (ASM, 1992).

Amostra
Elementos\ (% max) G1 G2 G3 G4

recebida
N 0,03 0,03 0,05 0,05 0,004
C 0,10 0,10 0,10 0,10 0,005
H 0,015 0,015 0,015 0,015 0,002
Fe 0,20 0,30 0,30 0,50 0,090
(@) 0,18 0,25 0,35 0,40 0,130
Ti balanco balanco  balanco  balanco balanco

Tabela 7: Propriedade Mecéanicas de resisténcia de tracdo/tensdo do Ti cp. ASTM F67-88
(ASM, 1992).

Amostra

Tensédo/Tracdo(GPa) G1 G2 G3 G4 _
recebida

Ticp 240 340 450 550 547

Os corpos de prova de a-Ti foram cortados na maquina ISOMET 1000 — BUHLER, para
se obter amostras com as seguintes dimensfes 1,5 cm de didametro, 1,5 cm de largura e 0,2
cm de espessura foram polidas mecanicamente com lixas 180, 600 e 1000 mesh,
respectivamente. Estes substratos apds o polimento foram limpos com 4élcool etilico,

acetona e agua destilada, respectivamente, em um equipamento de ultra-som, por 10
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minutos cada um. Posterior a limpeza as amostras foram caracterizadas por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV) acoplada a um analisador de espectroscopia por

espalhamento de energia dispersiva de raios X (EDS) e difratometria de Raios X.

3.2 - Irradiagao da superficie do titanio pelo Laser

Foi realizada a calibracdo do aparelho que consistiu: Fixacdo da distancia focal e
delimitacdo da &rea de exposi¢do ao feixe. As amostras foram posicionadas de maneira que
0 centro da area de irradiacdo apresentasse a minima inclinacdo do feixe. O equipamento
utilizado foi o Laser OmniMark 20 F Ytterbium:YAG (IQ-Unesp) em atmosfera ambiente. A
Figura 13 (a) apresenta o Laser utilizado no presente trabalho, (b) apresenta a irradiacdo de

uma das amostras trabalhadas.

Figura 13: (a) Laser Ytterbium:YAG,; (b) Irradiacdo com feixe de laser.

O principio de funcionamento do laser esta na criacdo de uma populacéo de elétrons
estimulados, a sairem do seu estado natural para um estado de maior energia, que ao
retornarem ao seu estado original, emitem fétons com uma energia correspondente a
energia de transicdo do &tomo. Este processo em cadeia gera uma avalanche de emissdes
estimuladas de fotons formando o feixe de fétons o qual pode ser transportado através de
um espelho semitransparente como uma luz altamente monocromética e direcional,

permitindo assim se obter um foco extremamente precisa.

3.3 - Selecéo as superficies irradiadas com feixe de laser

Das superficies do Ti-cp avaliadas previamente foi escolhida uma condi¢éo de ajuste

do feixe condicdes apds caracterizacao por difracdo de raios X e deposicéo de apatitas.
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Para a escolha das superficies a serem avaliadas in vitro foi realizado um estudo
inicial que utilizou a variacdo de parametros de aplicacdo do laser. Foram estabelecidos
parametros fixos (Distancia Focal, Velocidade de Varredura, Espagamento entre as
varreduras e Diametro do Feixe) variando-se somente freqiiéncia de pulso e poténcia.
Nesse estudo inicial foram obtidas 81 superficies irradiadas onde a freqiiéncia variou de 20
a 35kHz e a poténcia nominal do aparelho variou de 100 a 255, a variacdo de aplicacao do

Laser esta apresentado na Figura 14.
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Figura 14: Relacao FreqUéncia de pulso/ Poténcia.

Tabela 8: Condi¢cBes de ajuste do feixe de laser

PROPRIEDADE DO FEIXE DEFINITIVO
POTENCIA DO FEIXE (%) 0-255
VELOCIDADE DE VARREDURA (mm/s) 100
ESPACO ENTRE VARREDURAS (mm) 0,01
PASSO (numero) anico
FREQUENCIA DE PULSO (kHz) 20-35
AREA MEDIA DE EXPOSICAO (mm?) 16

Apbs a andlise por MEV-EDS (Philips XL 30 IPEN) das 81 superficies irradiadas
em diferentes parametros de ajuste do feixe de laser, foi observado que algumas amostras
apresentavam zonas de excesso de irradiacdo, onde o substrato sofreu aquecimento e
resfriamento rapido gerando trincas e falta de padronizagédo. Das 81 superficies irradiadas
foram selecionadas 2, por estas apresentarem condicbes de morfologia superficial
padronizada e reprodutivel com possibilidade para a aplicagdo in vitro. Os parametros
selecionados estédo apresentados na Tabela 8. Os parametros utilizados estdo apresentados

na Tabela 9.
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Tabela 9: Parametros selecionados de aplicacédo do Feixe de laser.

Amostra  Fluéncia (J.cm?)
A 280
B 56

3.4- Caracterizacao das amostras irradiadas pelo laser

Todas as amostras irradiadas foram caracterizadas, por Microscopia Eletrbnica de
Varredura LEO, modelo 440, acoplado a um analisador dispersivo de energia de Si (Li) com
janela de Be, modelo 760 e resolucdo de 133 eV espectroscopica por energia dispersiva —
EDS do Instituto de Quimica — USP/S&o Carlos. A difragdo de raios X foi realizada no
difratbmetro de raios X Siemens D5000, varredura angular 20 a 80° com passo de 0,01 (26),
sendo que o tempo de passo foi de 2 segundos para cada amostra, na montagem de Bragg-
Brentano, utilizando-se radiacdo de Cu (kal), do Instituto de Quimica-Unesp Araraquara-
SP.A andlise de angulo de contato foram realizadas afim de verificar o grau de
molhabilidade da superficie irradiada por laser, tal analsie foi realizada no Instituto de
Quimica-Unesp Araraquara-SP

3.5 - Obtencé&o de Apatitas

As apatitas foram depositadas pelo método biomimético sobre a superficie do titanio

modificada por laser.

3.6 - Recobrimento de apatita pelo método biomimético sobre a superficie
modificada

O processo de tratamento de superficie do Ti-cp, antecedentes ao recobrimento de
apatitas, passou por diversos testes com o Unico objetivo de aperfeicoar o processo visando
uma aplicacéo industrial.

Antes do recobrimento com apatitas os substratos foram lavados em alcool, acetona e
agua deionizada durante 10 minutos cada um em ultra-som a fim de retirar as impurezas
adquiridas no contato da amostra com o local de irradiacao pelo feixe de laser. Posterior a
limpeza as amostras foram imersas em 50 mL de solucdo de NaOH (5,0 Mol.L™) e foram
colocadas na estufa por um periodo de 24 horas a 60 °C, isto para a ativacao da superficie
de Ti c.p. e formagdo de uma camada de titanato de sodio. Apos a solugéo alcalina as
amostras foram submetidas a estufa por um periodo de 3 horas, com o objetivo de densificar
a camada de titanato formada sobre a superficie modificada que induz a nucleagdo de
apatitas (KOKUBO, 1996), (SHI, 2001).
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Apés serem submetidas a solucdo alcalina, essas foram divididas em 4 grupos e

colocadas em solu¢des diferentes:

Ap SBF 1,5 — Fase majoritaria de interesse HA.
Ap SBF 5 — Fase majoritaria de interesse ACP.
Ap SBF 6 — Fase majoritaria de interesse OCP.

Ap SBF 6 com T/T— Fase majoritaria de interesse B-TCP.

Todos os grupos foram imersos em um volume de 100 mL, cada um em sua respectiva
solucdo, com pH 7,25, onde ficardo na estufa durante 4 dias a 37 °C, a Tabela 10 ilustra as
concentracdes ibnicas da solucdo utilizada. As solugcbes foram trocadas a cada 24 horas

para se manter a quantidade de ions em solucdo (APARECIDA, 2010).

Tabela 10: Concentracdes idnicas das solucfes utilizadas para o recobrimento de apatitas
(mmol.dm™). (APARECIDA, 2010).

Na" K* ca*”* Mg* HCO;® ClI' HPO,” SO,/ SiOs”
Plasma Sanguineo 142,0 5,0 2,5 1,5 27,0 103,0 1,0 0,5 -

SBF 5 1404 - - 3,1 1429 1,86 - 3,0 -
SBF 6 1404 - - 3,1 1429 1,86 - 50 -
SBF 1,5 2130 75 38 23 6,3 223,0 15 0,75 -

3.7 - Tratamento térmico das amostras recobertas com apatitas

Posterior ao recobrimento das amostras de Ti cp pelo processo biomimético, o grupo
Ap SBF 6 com T/T foi submetido a um tratamento térmico a 700 °C por um periodo de 3
horas. A taxa de aquecimento utilizada foi de 5 °C/minuto, tanto para aquecimento quanto
para resfriamento. O tratamento térmico foi utilizado em ambiente atmosférico. Esse
tratamento é realizado para uma melhor densificacdo da camada e aderéncia da apatita ao

metal além de uma melhor formacéao da fase de interesse.

3.8 - Caracterizacao das amostras recobertas pelo método biomimético

Todas as amostras recobertas com e sem tratamento térmico foram caracterizadas, por
Microscopia Eletrénica de Varredura LEO, modelo 440, acoplado a um analisador dispersivo
de energia de Si (Li) com janela de Be, modelo 760 e resolucao de 133 eV espectroscopica

por energia dispersiva — EDS do Instituto de Quimica — USP/S&o Carlos. A difratometria de
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Raios X foi realizado no equipamento Siemens D5000, varredura angular 10 a 80° com
passo de 0,02 (28), sendo que o tempo de passo foi de 10 segundos para cada amostra, na
montagem de Bragg-Brentano, utilizando-se radiacdo de Cu (kal), do Instituto de Quimica-
Unesp Araraquara-SP. Todas as amostras submetidas ao recobrimento biomimético foram
caracterizadas pelo método de Rietveld no equipamento de Anodo rotatério Rigaku
RINT2000 nas condicbes experimentais de 42KV,120mA, com fendas de Divergéncia e
espalhamento de 0,5 graus, Abertura horizontal da fenda de divergéncia de 5mm, Recepc¢éao
de 0,3 mm, Soller de 5°, Anodo de cobre e Comprimento de onda Ka,; = 1.55056 Aeka, =
1.5444 A, loy/lay = 0,5

A espectroscopia no infravermelho — IV, com espectrémetro Perkin elmer spectrum 6x
FT-IR, com acessoério para reflectancia difusa Drift Collector no intervalo de 400 a 4000 cm?
, do DEMA — UFSCar — Séao Carlos. As fases cristalinas presentes foram comparadas com
as fichas padrdes do JCPDS.A analise de solubildade das apatitas foram realizadas por
dissolugéo in vitro e avaliadas por duas metodologias, titulacdo complexométrica e por
eletrodo de ions seletivos.
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4 - Fluxograma

Estudo das apatitas nanométricas
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5 — TECNICAS UTILIZADAS

5.1 - Irradiagéo a Laser

Uma luz coerente e gerada por transi¢cdes eletrbnicas que s&o iniciadas por um
estimulo externo; de fato, “laser” significa simplesmente o acrbnimo em inglés para
amplificacdo da luz por emissédo estimulada de radiacdo (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation).

Embora existam varios tipos diferentes de laser, os principios de operacdo serao
explicados utilizando-se como referencia um laser de rubi em estado sélido. O rubi e
simplesmente um monocristal de Al,O5 (safira) ao qual foi adicionado um teor de fons Cr3*
de aproximadamente 0,05%. Esses ions conferem ao rubi a sua coloracdo vermelha
caracteristica; ainda mais importante, eles proporcionam estados eletrbnicos essenciais
para o funcionamento do laser. O laser de rubi encontra-se na forma de um bastéo, cujas
extremidades sdo planas, paralelas, e altamente polidas. Ambas as extremidades séo feitas
prateadas, de modo tal que uma das extremidades e totalmente refletiva, enquanto a outra
extremidade e parcialmente transmissora (MAIMAN, 1960).

O rubi e iluminado com a luz proveniente de uma lampada de flash de xen6énio (Figura
15).

Figura 15: Diagrama esquematico do laser de rubi e da lampada de flash de xenénio.

Antes dessa exposicdo, virtualmente todos os fons Cr® encontram-se em seus
estados fundamentais; isto e, os elétrons preenchem o0s niveis de energia mais baixos,

como esta representado esquematicamente na Figura 16.



Técnicas Utilizadas 61

Estado excitado

Decaimento espontaneo
(emissdo ndo-radiativa de
. fonon)

’
’
s
’
v
’
v
’

Excitacdo .

do elétron . ,
p M Estado Metaestavel

Energia
f

e Emisséo espontanea
Foton incidente e estimulada

(lampada de xenénio)

Féton de laser

Estado Fundamental
(CI‘3+) G

Figura 16: Diagrama Esquematico da energia para o laser de rubi, mostrando as trajetérias
para a excitacdo e o decaimento dos elétrons.

Entretanto, os fotons da lampada de xen6nio, com comprimento de onda de 0,56um,
excitam os elétrons dos ions Cr®* para estados de energia mais altos. Esses elétrons podem
decair novamente para o seu estado fundamental conforme duas trajetorias diferentes.
Alguns decaem diretamente; as emissdes de fétons que estdo associadas com esse tipo de
decaimento ndo fazem parte do feixe de laser. Outros elétrons decaem para um estado
intermediario metaestavel (trajetéria EM, na Figura 16), onde eles podem ficar por ate 3 ms
antes de haver uma emissdo espontanea (trajetéria MG). Em termos de processos
eletrbnicos, 3 ms e um tempo relativamente longo, o que significa que grandes nameros
desses estados metaestaveis podem ficar ocupados. Essa situagdo esta indicada na Figura
16.

A emissao espontanea inicial de fétons por uns poucos desses elétrons e o estimulo
gue dispara uma avalanche de emissdes dos demais elétrons no estado metaestavel (Figura
17). Dos fétons direcionados paralelamente ao longo do eixo do bastédo de rubi, alguns sdo
transmitidos através da extremidade parcialmente prateada; outros que incidem contra a
extremidade totalmente prateada, sdo refletidos. Os fétons que ndo sao emitidos nessa
direcdo axial sdo perdidos. O feixe de luz viaja repetidamente para frente e para trds ao
longo do comprimento do bastdo, e a sua intensidade aumenta na medida em que mais
emissdes sao estimuladas. Ao final, um feixe de alta intensidade, coerente e altamente
colimado de luz laser, de curta duracédo e, transmitido através da extremidade parcialmente
prateada do bastéo (Figura 17) (CALLISTER, 1994).
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Figura 17: Representacdes esquematicas da emissao estimulada e da amplificacdo da luz
para um laser de rubi.
a) Os ions cromo antes da excitacao;

b) Os elétrons em alguns atomos de cromo sdo excitados para estados de energia mais

elevados pela luz de flash de xendnio;
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c) A emissao dos estados eletrdnicos metaestaveis € iniciada ou estimulada por fotons

gque sdo emitidos espontaneamente;

d) Com areflexdo das extremidades prateadas, fétons continuam a estimular emissdes

a medida que eles atravessam o comprimento do bastéo;

e) O feixe coerente e intenso é finalmente emitido através da extremidade parcialmente

prateada.

5.2 - Microscopia Eletrénica de Varredura de Alta Resolucéo

O MEV consiste basicamente de uma coluna optico-eletrbnica, uma camara para a
amostra, sistema de vacuo, controle eletronico e sistema de imagem. As imagens no MEV
sdo construidas ponto a ponto, de modo similar a formacdo de uma imagem de televisao.
Um feixe de elétrons de alta energia é focalizado num ponto da amostra, o que causa
emissdo de elétrons com grande espalhamento de energia, que séo coletados e
amplificados para fornecer um sinal elétrico. Este sinal é utilizado para modular a
intensidade de um feixe de elétrons num tubo de raios catédicos (TRC). Para construir a
imagem completa, o feixe de elétrons é varrido sobre uma area da superficie da amostra
enguanto que um feixe no TRC é varrido sincronicamente sobre um lastro geometricamente
similar.

A profundidade com que o feixe de elétrons penetra é diretamente dependente da
magnitude de sua energia (voltagem aceleradora) e inversamente dependente do nimero
atdmico dos atomos da amostra. A penetragdo do feixe de elétrons produz uma excitagdo
dos elétrons dos &tomos da amostra. A por¢do da amostra que sofre essa excitagdo €
chamada zona de excitagcdo priméria. Espécimes com atomos de alto nimero atémico teréo
mais particulas disponiveis para bloquear a penetracdo de elétrons que um com elementos
de baixo numero atémico.

O MEV possibilita a observacéo e registro de imagens tridimensionais de uma amostra
a ser examinada, quando a amostra é irradiada com a emissao de um fino feixe de elétrons
primarios. Superficies finas seriam atravessadas por feixe de elétrons. A imagem formada
seria composta pelo sinal (elétrons secundarios) emitido pela superficie fina da amostra e
pela superficie do suporte onde ele foi fixado. Uma voltagem aceleradora alta demais
podera ainda, ter outra consequéncia: o feixe de elétrons priméario penetrara profundamente,
abaixo da superficie, aumentando a zona de excitacdo primaria em profundidade e diametro.
Isso resulta em uma perda de detalhes estruturais da superficie observada, dada ao

aumento na geracgao adicional de sinais. A voltagem aceleradora, portanto, € um dos fatores
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de grande importancia para a resolucdo em MEV. Além disso, salienta-se o fato de que alta
voltagem aceleradora pode ser danosa para amostras delicadas, pois pode promover seu
aquecimento. (KESTENBACH, 1994).

No presente trabalho a Microscopia Eletrbnica de Varredura foi realizada em um
microscopio JEOL-JSM, modelo T-330 A, com sistema de andlise espectroscopica por
energia dispersiva — EDX acoplado, permitindo mapeamento de elementos e analises

localizadas semiquantitativas e qualitativas.

5.3 - Difratometria de raios X - DRX

Laue propb6s em 1912 que os cristais, por apresentarem periodicidade e distancias
interatbmicas da ordem de angstrons, poderiam funcionar como uma rede de difracdo para
0s raios-X, cujos comprimentos de onda sdo da mesma ordem de grandeza das distancias
interatdmicas que formam os planos de atomos.

Considera-se um feixe de raios X paralelo, monocromatico, incidindo num conjunto de
atomos regularmente arranjados em planos paralelos de atomos num cristal. Seja d a
distancia entre os planos de atomos e 6 o angulo entre o plano de a&tomo e o raio incidente.
Verifica-se que os raios espalhados estdo em fase e a interferéncia é construtiva quando a
direcdo dos raios difratados coincidir com o plano de atomos considerado, e quando a
diferenca de caminho entre as ondas refletidas por planos diferentes for igual a um nimero

inteiro de comprimentos de onda X, conforme a equacéo de Bragg:

nA =2d sen 6 (12)

com n (numero inteiro) igual & ordem da difracao.

Figura 18: Condi¢cdes de maximos e minimos obtidos através da difragdo de raios-x

empregando o esquema sugerido pelos Bragg.
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A equacao de Bragg pode ser simplificada fazendo-se d = d'/n, ou seja:

A =2dsen6 (12)

O difratograma de raios X consiste na representacdo da intensidade dos raios
difratados em funcéo do angulo de difracao 26. A partir dos angulos de difracao (6) pode-se
obter as distancias interplanares (d). Essas distancias sdo caracteristicas para cada arranjo
cristalino de atomos permitindo inferir e relacionar propriedades fisicas e quimicas dos
materiais (GIACOVAZZO, 1994).

5.4 - Método de Rietveld

Em 1969, Rietveld prop6és um método de refinamento de estruturas cristalinas com
dados de difracdo de néutrons, baseado nas intensidades dos perfis dos picos. O método
diferia dos outros até entado utilizados e que faziam uso das intensidades dos picos como as
observacdes. Nesse caso, as observagbes sédo as intensidades dos pontos obtidos num
processo de varredura passo a passo, com incremento e tempo de contagem constante, e
os perfis de picos de difracdo eram ajustados durante o refinamento utilizando uma funcgéo
de Gauss. Daqui para frente, as fungbes usadas no ajuste do perfil dos picos seréo
chamadas de fungdes de perfil (RIETVELD, 1969).

Posteriormente, o0 método foi adaptado para a sua utilizacdo com dados de difracao de
raios X, e varias func¢des de perfil foram testadas, como por exemplo, as fun¢des de Lorentz,
Voigt e Pearson entre outras.

O método de Rietveld — MR produz valores refinados dos parametros da estrutura
cristalina. O perfil € ajustado, ponto a ponto, ao obtido experimentalmente através do
refinamento de varios parametros (largura a meia altura dos picos, fator de escala, posi¢coes
atbmicas, radiacdo de fundo, etc...) pelo método de minimos quadrados.

O MR possui algumas vantagens sobre o método da decomposicdo de picos, que se
baseia nas intensidades integradas dos picos, entre as quais podemos citar:

a) Possibilidade de analise simultanea de varias fases presentes em uma amostra.

b) A grande precisdo obtida nos parédmetros de rede, mesmo quando ocorre uma severa
superposicao de picos no difratograma.

c¢) Possibilidade de refinar os parametros de vibracao anisotropicos dos atomos.

d) Permite realizar a andlise quantitativa das fases presentes na amostra sem a
necessidade de um padrdo interno ou curva de calibracdo. Permite, também, a
determinacdo da proporcao de amorfo se um padréao interno for utilizado.

e) Permite a determinacdo de tamanho médio de cristalito e micro-deformacdes na rede.

f) Correcéo de orientagao preferencial.
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g) Possibilidade de determinar a estequiometria do material estudado.

5.5 - Espectroscopia vibracional no infravermelho - FTIR

A radiacdo infravermelha (IR) corresponde a parte do espectro situada entre as
regides do visivel e das microondas. A porcdo de maior utilidade para o quimico organico
esta situada entre 4.000 e 400 cm™.

Uma correlacdo pico a pico € uma excelente evidéncia para a identidade das
amostras. E muito pouco provavel que duas substancias que ndo sejam enantibmeras,
déem exatamente o mesmo espectro de infravermelho. Embora o espectro de infravermelho
seja caracteristico da molécula como um todo, certos grupos de atomos dao origem as
bandas que ocorrem mais ou menos na mesma freqliéncia independente da estrutura da
molécula. E a presenca destas bandas caracteristicas de grupos que permite ao quimico a
obtencdo, através de simples exame do espectro e consulta a tabelas, de informacbes
estruturais Uteis, e € neste caso que se baseia para fazer a identificacao de estruturas.

A radiacao no infravermelho em freqiiéncia menor do que aproximadamente 100 cm’
! quando absorvida por uma molécula organica, converte-se em energia de rotac&o
molecular. O processo de absorcao é quantizado e, em conseqiiéncia, 0 espectro de
rotacao das moléculas consiste em uma série de linhas.

A radiacdo infravermelha na faixa aproximada de 10.000 a 100 cm™ quando
absorvida, converte-se em energia de vibracdo molecular. O processo € também
quantizado, porém, o espectro vibracional costuma aparecer como uma série de bandas ao
invés de linhas, porque a cada mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma
série de mudancgas de niveis de energia rotacional. As linhas se sobrepdem dando lugar as
bandas observadas. As intensidades das bandas podem ser expressas como transmitancia
(T) ou absorbancia (A). A freqiéncia ou o comprimento de onda de uma absorcdo depende
das massas relativas dos atomos, das constantes de forcas de ligagfes e da geometria dos
atomos.

Todas as moléculas, compostas por dois ou mais atomos ligados quimicamente,
pode interagir com radiacao eletromagnética e apresentar vibragées envolvendo ligacdes
guimicas, seja através do movimento ritmico ao longo do eixo da ligacédo, de forma que a
distancia interatbmica aumente e diminua alternadamente, (este tipo de movimento é
chamado de deformacdo axial ou “estiramento”), seja através da deformacao de angulos
especificos formados pelos atomos (deformacdo angular). Estes movimentos estdo
representados na Figura 19. Movimentos de estiramento tendem a ser mais fortes que a
deformacdo angular das moléculas, assim, as vibracbes de deformacdo angular

normalmente absorvem frequéncias menores que as vibracdes de estiramento.
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Figura 19: a) Os trés modos normais de vibracdo da H,O. Dois desses modos envolvem
principalmente os movimentos de estiramento das ligacdes, mas o0 modo 3 é primariamente

dobramento. b) Os quatro modos vibracionais normais de CO,.

A deformacédo axial simétrica Figura 19 (4) ndo é ativa no infravermelho, pois néo
produz alteracdo no momento dipolar da molécula. As deformacdes angulares simétricas no
plano (6) e (7) sdo equivalentes e sdo componentes cartesianas dos movimentos de
deformacao angular simétrica em qualquer dos planos que contém o eixo internuclear. Estas
deformacdes tém a mesma frequiéncia e séo ditas duplamente degeneradas.

Somente as vibracbes que resultam em uma alteracao ritmica do momento dipolar
da molécula séo observadas no infravermelho, para vibracbes moleculares que ndo causam
mudanca no momento de dipolo a transicdo vibracional ndo sera observada, ou seja, a

intensidade desta absorgéo serd nula como mostrado na Figura 20.

o Q ®
& o
(a) {b) (c)
Figura 20: Modelo de molécula diatdmica homonuclear, mostrando momento de dipolo nulo
(a), molécula diatbmica heteronuclear, mostrando momento de dipolo diferente de zero (b) e
tetracloreto de carbono, cujas ligagbes quimicas sdo polares, mas a geometria anula as

contribui¢cdes, originando momento de dipolo igual a zero (c).

Pode-se estimar a frequiéncia aproximada das deformacdes axiais pela aplica¢do da
lei de Hooke. Neste caso, os dois &tomos sao tratados como oscilador harménico composto

por duas massas ligadas por uma mola.
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em que

v = freqiiéncia vibracional (cm™)

¢ = velocidade da luz (cm/s)

f = constante da forca da ligacdo (N/m)

My e My = massa (g) do atomo x e do atomo y, respectivamente.

Moléculas diatdmicas apresentam apenas um movimento vibracional, e moléculas
poliatbmicas (com mais de 2 atomos) apresentam 3N-5 ou 3N-6 modos, de acordo com a
geometria molecular. Para moléculas diatbmicas, é facil atribuir qual o modo vibracional
observado; entretanto, para as demais moléculas esse fato ndo € tédo trivial assim. Na
prética, o que se faz é separar a molécula poliatbmica em varias partes como se fossem
moléculas diatbmicas, e analisar cada pedaco de forma independente. A analise do
processo de interacdo entre radiacdo eletromagnética e a matéria é o que chamamos de
espectroscopia, e 0 espectro é o registro dessa interacao.

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho detecta as frequéncias
vibracionais provenientes das ligacdbes quimicas no solido dando informacbes
complementares as obtidas por difracdo de raios X. A técnica € muito importante para
deteccdo de fases adicionais e evidéncia de substituintes, como por exemplo, aminas,
carbonato e cloreto. A analise foi executada em um espectrofotdmetro FTIR Nicolet Magna
550 com reflectancia difusa DRIFT Collector™ ( SILVERSTEIN, 1994).

5.6 - Tenséo Superficial

A analise da Tensdo Superficial nas superficies irradiadas do Ti cp por laser foi
obtida via medida do angulo de contato, o qual pode variar de 0° a 180° onde menor que 90°
caracteriza-se como “molhavel” e maior que 90° como “ndo-molhavel”, em gota de soro
fisiologico depositada sobre as mesmas, para as nove condicbes de ajuste com o0s
parametros definitivos do feixe laser. A condicdo de equilibrio da energia interfacial é dada

por:
Ysi=Yw + Ysv COS O (14)

onde: Vs = energia interfacial da interface soélido-liquido;

Y = energia interfacial da interface liquido-vapor;
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Ysv = energia interfacial da interface solido-vapor; e

0 = angulo de contato.

Desde que a molhabilidade seja dependente das condicbes fisico-quimicas da
superficie do material, a utilizagdo desta técnica € procedente para a verificacdo das
condi¢cbes de molhabilidade oferecida pela superficie irradiada com laser nas diversas
condi¢Bes paramétricas do feixe aplicado. (KENNEDY, 2006; RUPP, 2004).

5.7 - Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman e uma técnica fotdnica de alta resolugcado que proporciona, em
poucos segundos, quimica Informacgdo e estrutural de qualquer material quase, composto
organico inorganico ou sua assim permitindo identificagdo. Sua analise se baseia na luz, e
monocroméatica de determinada freqiiéncia, dispersada ao incidir sobre o material a ser
estudado, cuja maior parte da luz dispersada também Apresenta uma mesma freqiiéncia
daquela incidente. Somente Uma pequena por¢do da luz e dispersada inelasticamente como
rapidas Frente Mudancas de frequéncia, devido a interacdo da luz com uma Matéria, e é
uma caracteristica intrinseca do material analisado e independe da freqiiéncia da luz
incidente. A luz que manteve um mesma da freqUéncia incidente nao revela qualquer
Informacdo sobre o material e € chamada de dispersao Rayleigh, mas aquela que mudou
revela uma composicdo mesmo deste molecular e € conhecido como dispersdo Raman
(SKOOG, 1992).

5.8 - Estudo do perfil de dissolugéo in vitro

Todas as amostras foram submetidas ao perfil de dissolug&o in vitro. Para o estudo de
dissolugdo in vitro utilizou-se o modelo da célula de difusdo em sistema estatico do tipo

Franz adaptada ao equipamento de dissolugéo (Figura 21).
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Figura 21: Esquema da célula de difusdo adaptada ao equipamento de dissolugéo. (a)
abertura para coleta de amostra e reposicéo, (b) entrada do dispositivo para agitacdo do
meio, (c) abertura para colocagdo do tubo com a membrana (& esquerda) e esquema da

célula de difusdo adaptada ao equipamento de dissolucao (a direita) (URBAN, 2004).

O dispositivo apresenta uma tampa com trés aberturas, sendo uma para coleta e
reposicdo do meio de dissolug¢do, uma, no centro, para a entrada do dispositivo de agitacao
e a terceira para a introducdo de um cilindro de vidro que fica em contato com 0 meio
receptor no qual é colocada uma membrana de acetato de celulose, fixada por meio de um
anel de borracha, sobre a qual é adicionada a amostra.

A concentragdo de soluto no meio ndo deve alcancar mais de 10 a 15% de sua
solubilidade méxima. Para isso é utilizado grande volume de meio de dissolucdo, que é
reposto a cada aliquota retirada. Pode-se dizer entdo que a concentragdo de farmaco
dissolvido em um tempo t é muito menor que sua solubilidade no meio receptor. Se tal
parametro € mantido, diz-se que o teste estd sendo conduzido sob a sink condition, o que

permite a difusdo do farmaco através de um gradiente de concentracdo (GENNARO, 2000).

5.9 — Titulagéo

A Titulagdo (ou Volumetria) € uma técnica comum de laboratério em andlise quimica
guantitativa, usado para determinar a concentracdo de um reagente conhecido. O método
consiste em reagir completamente um volume conhecido de uma amostra com um volume
determinado de um reagente de natureza e concentragdo conhecida (solugdo padrdo). A
substancia de interesse em qualquer determinagédo recebe o nome de analito. A espécie

guimica com concentracdo definida recebe o nome de titulante, que é, em geral, uma

solucdo obtida a partir de um padrédo primario, podendo ser um sal ou uma substancia
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gerada na solucdo que se deseja valorar. A solucdo a ter sua concentracdo determinada
recebe o nome de titulado. (SKOOG, 1992).

5.9.1 - Titulagdo complexométrica com EDTA

O EDTA, acido etilenodiaminotetracético, tem quatro grupos carboxila e dois grupos
amina que podem atuar como doadores de pares de elétrons, ou bases de Lewis. A
habilidade do EDTA para potencialmente doar estes seis pares de elétrons para a formacgéo
de ligagbes covalentes coordenadas a cétions metalicos faz do EDTA um ‘"ligante
hexadentado". Entretanto, na pratica o EDTA é usualmente somente parcialmente ionizado,
e entdo ele forma menos que seis ligagdes covalentes coordenadas com cétions metalicos.
O EDTA dissodico, comumente usado na padronizagdo de solugdes aquosas de cétions
metdlicos de transicdo, somente forma quatro ligagbes covalente a céations metalicos em
valores de pH menores ou iguais a 12 como nesta faixa de valores de pH 0s grupos amina
mantem-se protonados e entdo inabeis para doar elétrons para a formacgdo de ligacdes

covalentes coordenadas.

Figura 22: Estrutura do EDTA complexando com o metal.

Em quimica analitica a abreviatura "Na,H,Y" é tipicamente usada para designar EDTA
dissodico. Esta abreviatura pode ser usada para denominar qualquer espécie de EDTA. O
"Y" representa a molécula de EDTA, e o "H," designa o numero de prétons &cidos ligados a
molécula de EDTA.

EDTA forma um complexo octaédrico com a maioria do cations metélicos 2+, M*, em
solucdo aquosa. A principal razdo pela qual o EDTA é usado tdo extensivamente em
padronizacdo de cations metalicos é que a constante de formacdo para muitos complexos

de cétion metalico-EDTA é muito alta, mantendo que o equilibrio para a reacéo:

M# + H,Y — MHLY + 2H* (14)
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tenda para a direita.

Realizar a reacdo em uma solucdo tamp&o basica remove H* assim que ele é formado,
0 que favorece a formacdo de complexo EDTA-cation metalico como produto da reacdo.
Para a maioria dos propositos pode ser considerado que a formacdo do complexo EDTA-
cétion metalico chegara ao término, e isto é o principal motivo pelo que EDTA é usado em

titulagBes / padronizagéo deste tipo. (SKOOG, 1992).

5.10 — Mecanismo de Resposta dos Eletrodos de ions Seletivos de Célcio

Os modelos de interface eletrodo-solucdo, apesar de ndo estarem inteiramente
elucidados, contribuem para compreensdo do mecanismo de funcionamento dos eletrodos
ion-seletivos. Processos eletroquimicos, freqlientemente se dividem em processos parciais
caracterizados por suas velocidades, as quais sao limitadas pela resisténcia ao processo.
Nesses processos, ocorrem acimulo de cargas em camadas, que podem ser representadas
como capacitores. Entao, o circuito eletrbnico equivalente para uma interface eletrificada é
um capacitor associado em paralelo com um resistor (Figura 23)(BOCKRIS, 1977). Para
uma interface idealmente polarizavel a resisténcia tende ao infinito, enquanto para a
interface ndo-polarizavel a resisténcia tende a zero. Quando o circuito € conectado a uma
fonte de tensdo, se a resisténcia € muito elevada, o capacitor se carrega até o valor de
potencial da fonte. Este € o comportamento da interface polarizavel. Caso a resisténcia em
paralelo com o capacitor seja baixa, entdo qualquer tentativa para mudar o potencial que
passa através do capacitor € compensada pelo escoamento de cargas através do caminho
de baixa resisténcia, que nada mais é que o comportamento da interface nao-polarizavel. O
gue faz com que a interface decida resistir (interface nao-polarizavel) ou aceitar mudancas
de potencial (interface polarizavel) é a velocidade com que a transferéncia de cargas ocorre
através da mesma (BOCKRIS, 1977). O exemplo classico de interface ndo-polarizavel é o
eletrodo de Calomelano, ou melhor, os eletrodos utilizados como referéncia. Contudo, este
modelo simplificado de circuito eletrébnico, também deve levar em consideracdo o0s
processos estaticos e dindmicos que ocorrem em uma célula eletroquimica. Assim, Buck
propds que, um circuito equivalente para uma célula eletroquimica potenciométrica
corresponderia a cinco circuitos RC paralelos ligados em série (BUCK, 1980). Cada circuito
RC seria devido as seguintes caracteristicas: ao volume do eletrodo, a reacao superficial, as
reacoes de adsorcdo na superficie do eletrodo, a geracdo e recombinacdo das cargas
carregadas e ao processo de difusdo dos ions. Na prética, nas medidas potenciométricas,
nao é possivel medir a diferenca de potencial (ddp) absoluta que cruza uma interface

eletrodo-solucdo e somente a ddp de um sistema de interfaces ou célula eletroquimica. Isto
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acontece porque na medida de potencial, o processo por si mesmo, isto €, a imersao dos
eletrodos na solucédo, introduz diferencas de potencial, as quais sdo também medidas, e
esta soma nao pode representar a ddp desejada, dai a necessidade nas medidas
potenciométricas serem realizadas com um eletrodo de referéncia (BOCKRIS, 1977). N&do
se pode esquecer também, do potencial de juncdo liquida que ocorre nas interfaces com
concentracdes diferentes de eletrélito de mesma natureza. Por exemplo, no caso de duas
solucdes de HCI, uma 0,1 e a outra 0,01 mol L™ separadas por uma membrana porosa,
havera tendéncia de difusdo dos ions H* e CI" da solugdo mais concentrada para a mais
diluida. Como a mobilidade dos ions H* é cerca de cinco vezes maior que a dos ions cloreto,
eles se difundem mais rapidamente, fazendo com que a transferéncia de cargas da solucéo
mais concentrada para a mais diluida resulte no aparecimento de um potencial de juncdo da
ordem de + 40 mV. Dai os eletrodos de referéncia serem preenchidos com solucdo de KCI
saturado (4,2 mol L™ & 25 °C), pois a mobilidade dos fons cloreto é apenas ligeiramente
maior do que a dos ions potassio e assim, o potencial de juncdo é apenas da ordem de -1
mV. Outro fator é o potencial de assimetria devido a irregularidade na construcdo da
membrana (GIOLITO,1980). Além disto, é importante lembrar que as medidas de potencial
nao podem ser realizadas com simples voltimetros. Estes aparelhos drenam uma
quantidade de corrente substancial (z1 mA), e desde que o potencial na interface depende
da corrente que passa através dela, esta situagdo pode originar um efeito no qual a medida
do instrumento afeta e muda a quantidade que esta sendo medida. Esta medida é entdo
realizada com milivoltimetros eletrdnicos que requerem correntes da ordem de 10 A e
apresentam impedancia de entrada de 10° Q. Alternativamente, um simples circuito de
compensacdo, um galvanémetro ligado em série com uma resisténcia elevada (z 1 MQ),
onde o potencial da célula eletroquimica é balanceado contra uma fonte de potencial
externa até que a corrente que atravessa o0 galvanémetro seja nula(BOCKRIS, 1977),
(GIOLITO,1980) pode também ser utilizado na medida do potencial de células

eletroquimicas com eletrodos ion-seletivos.

(b)

#

Resistor

Figura 23: (a) Interface eletrificada eletrodo-solugcédo (b) Circuito eletronico equivalente,

quando R— ainterface é polarizavel e para R— 0, a interface é nao-polarizavel.
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O mecanismo de trabalho dos sensores ion-seletivo podem ser interpretados a luz dos
conceitos citados anteriormente, sobre as medidas potenciométricas e modelos de interface
eletrodo-solucdo. Para os eletrodos de primeira espécie (metal), a transferéncia de elétrons
era a etapa da reacao determinante do potencial, porém esta explicacdo ndo era aplicavel
para os eletrodos de membrana, como por exemplo, o de vidro. A resposta veio alguns anos
depois com os estudos realizados por Donnan(DONNAN, 1911). Ele separou duas solucdes
de haleto de metal alcalino por uma membrana semi-permedvel. Se o eletrdlito de um lado
da membrana contém um ion que pode difundir através dela, uma distribuicdo desigual de
ions permeaveis é observada, estabelecendo desta forma um equilibrio eletroquimico e
consequentemente, um potencial elétrico era estabelecido entre os dois lados da
membrana. Apesar desta explicacdo ser plausivel e clara para o fenbmeno observado por
Donnan, o conceito de difusdo através da membrana de vidro por ions hidrogénio foi
definitivamente contestada por Haugaard, através de andlise quimica e por Schwabe e
Dahms com experimentos utilizando tritium (HAUGAARD, 1941). Em tais casos, nenhum
fenbmeno de difusdo através da membrana de vidro foi observado. Outra proposta para o
mecanismo de resposta do eletrodo de vidro foi entdo baseado na teoria de troca ibnica.
Neste caso, os fons Na* na camada de gel da membrana de vidro eram substituidos pelos
fons H" na solucdo entrando em um equilibrio quimico (HOROVITZ, 1923)(EISENMAN,
1962)(LENGYEL, 1931). Contudo, tal conceito n&o foi suportado pelos resultados
experimentais. Primeiramente, se tal fenbmeno de troca ibnica ocorresse, ndo poderia
causar uma mudanca nas cargas interfaciais, e consequentemente uma ddp néo poderia ser
desenvolvida. Por outro lado, os ions sddio na camada gel da membrana deveriam se
esgotar depois de um longo tempo de uso do eletrodo de vidro, resultando no colapso do
sensor(STOCK, 1989). Outros trabalhos nesta area (HORVATH, 1993) ( PUNGOR, 1997)(
PUNGOR, 1992), mostraram definitivamente que o fenbmeno de transporte por difusédo
através de uma membrana semi-permeavel ndo poderia ser aplicado para explicar o
potencial desenvolvido em uma membrana de vidro. Pungor (PUNGOR, 1998),(PUNGOR,
1992).,, com o objetivo de examinar se o transporte de ions realmente poderia ser
responsavel pelo desenvolvimento do potencial, investigou as caracteristicas fisico-quimicas
de eletrodos de membrana contendo diferentes compostos. Ele observou que para
transdutores metalicos (Pt, Al, Ag), as quais suas faces eram recobertas com uma
membrana de borracha de silicone contendo iodeto de prata, o potencial desenvolvido ndo
dependia do metal. Logo, uma lamina de prata coberta com iodeto de prata, ndo poderia
tomar parte no transporte de fons Ag® como era anteriormente suposto. Com o
desenvolvimento de instrumentos adequados para a medida do tempo de resposta real de

um eletrodo, os estudos realizados com o método de perturbacdo da concentracéo,
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mostraram que eletrodos de lamina de prata, haletos de prata ou de potassio, onde este
Gltimo contém um componente complexante para potassio incorporado numa membrana
polimérica, apresentavam tempos de resposta em torno de 20 ms. Isto indicava que o
processo de difusdo ndo deveria contribuir para a formacdo do potencial, uma vez que a
difusdo de ions através de uma membrana é muito menor que em solucéo, e o tempo para
estabelecer o potencial deveria ser muito maior que aquele observado. Além disto, os
eletrodos ion-seletivos para potassio, preparados a partir de diferentes agentes
complexantes, valinomicina ou bis-éter-coroa, apresentavam o mesmo potencial para a
mesma concentracdo de ions potassio na solucdo, indicando que somente 0 soluto era
responsavel pelo desenvolvimento do potencial elétrico.

Antes de definir o mecanismo baseado na teoria do capacitor é importante ter-se em
mente alguns conceitos fundamentais para sua melhor compreenséo. E bem conhecido que
uma bateria ou pilha gera uma ddp através de uma reacédo redox. A bateria é um dispositivo
gue ndo contém isolante e possui um anodo e um catodo que estdo imersos em um meio
eletrolitico. Quando o anodo é conectado ao catodo por um circuito externo uma corrente
elétrica flui até que a reacdo quimica cesse, sendo em sua maioria reacdes reversiveis,
seguindo os principios de equilibrio termodindmico, ou seja, a equacdo de Nernst. Contudo,
€ bem conhecido que nenhuma reagdo redox estd envolvida no desenvolvimento do
potencial em um eletrodo de vidro, pois caso isto ocorresse hidrogénio gasoso teria que ser
produzido (STOCK, 1989),(HAUGAARD, 1941). Por outro lado, um capacitor eletrolitico €
um dispositivo capaz de armazenar cargas elétricas, através de duas placas paralelas entre
as quais ha um isolante ou dielétrico, onde nenhuma reagéo redox reversivel ocorre. Além
disto, quando as placas carregadas sao conectadas nenhuma corrente significativa flui,
condicao basica para a medida de ddp com eletrodos ion-seletivos. A ddp é proporcional a
carga e uma constante denominada de capacitancia. Assim, um eletrodo de vidro, ou
melhor, de membrana é mais comparavel a um capacitor do que uma bateria, sendo este
conceito, o do capacitor eletrolitico, a base para compreensao do funcionamento dos
ISE(STOCK, 1989),(CHENG, 1985). A Figura 24 apresenta um modelo esquemético de um
eletrodo de membrana baseado neste conceito. Quando um eletrodo de vidro é imerso em
uma solucdo eletrolitica, uma dupla camada é formada, contendo cargas na
superficie(STOCK, 1989). Desde que ambas as camadas, interna e externa, da membrana
estdo em contato com uma solucgao eletrolitica, duas dupla camadas séo formadas, uma em
cada lado da membrana. Considerando o0s modelos de interface eletrodo-solucéo
apresentados anteriormente, em que uma dupla camada foi considerada como um
capacitor, duas dupla camadas constituem um duplo-capacitor. A ddp é obtida pela
diferenga entre os potenciais na interface externa e interna. Um eletrodo capacitor pode ser

considerado como uma membrana feita de qualquer material dielétrico ou semicondutor, o
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qual pode adsorver cations e anions em seus sitios ativos. O potencial de membrana é
desenvolvido a partir das duas interfaces que armazenam cargas sobre a superficie através
da adsorcdo na dupla camada. O eletrodo de vidro segue a Lei da Capacitancia, onde as
caracteristicas da membrana de vidro sdo dadas pela constante de permissividade (g), a
area (A), a espessura (d), e a capacitancia (C) da membrana. Quando estes fatores séo
constantes para uma mesma membrana de vidro, o0 potencial sera proporcional a carga (q)

adsorvida sobre a membrana, de acordo com:

¢=Kl(Xq, -3q ) (15)
onde K é uma constante que engloba todos os parametros citados anteriormente(STOCK,
1989).

(A) (B) ic)
+H- +Hq - + +H +
+H - +H+ -H- i+ *H+ *HT
| DY | R £ D
+H- ++e "H- +H* =H*+H-

Figura 24: (a) Esquema de um capacitor de placas paralelas comumente usadas em
aparelhos eletrdnicos, que é capaz de armazenas cargas quando um potencial € aplicado
com uma bateria ou fonte de energia; (b) Modelo de um eletrodo de membranas; (c)
Representacdo de um eletrodo de vidro ou outro qualguer de membrana, o qual apresenta

uma estrutura superficial zwitteriénica.

Caso, somente cations estejam adsorvidos sobre a superficie da membrana, a g = 0,
resultando no aumento do potencial com o aumento das cargas positivas. O inverso ocorre
guando somente anions estdo adsorvidos, isto é, ocorre o decréscimo no potencial com o
aumento das cargas negativas. Se ambas as cargas estdo adsorvidas simultaneamente, o
resultado é a soma das cargas positivas e negativas na superficie (STOCK, 1989). Tais
evidéncias foram demonstradas por Cheng com simples experimentos (STOCK, 1989). Ele
elaborou um sensor cilindrico de vidro sensivel ao pH onde o tubo foi selado contendo
tampao fosfato pH 7,0 e um eletrodo de referéncia Ag/AgCIl. Entdo, a superficie externa do
eletrodo cilindrico foi exposta a diferentes solu¢des de pH. Dependendo da area do eletrodo
imersa na mesma solucdo de pH, em solu¢cbes acidas era observado um aumento do
potencial com o aumento da area do eletrodo imersa, ocorrendo o fendbmeno oposto em
solugdes alcalinas, onde ocorria um decréscimo no potencial com o aumento da area do

eletrodo imersa. Assim, em meio acido o potencial aumenta para valores mais positivos
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como funcdo do aumento dos ions H* adsorvidos sobre a superficie do vidro, enquanto que
em meio alcalino o potencial aumenta para valores mais negativos como funcdo dos ions
OH'. Esta é a diferenca fundamental entre a teoria do eletrodo-capacitor com as teorias do
passado, as quais ndo consideravam os ions OH como regra no desenvolvimento do
potencial. Similar experimento realizado com um eletrodo cilindrico de vidro sensivel aos
fons Na* observou-se que o potencial deslocava para valores mais negativos em solucées
diluidas (10 - 10®° mol L™?) de nitrato de sédio em tamp&o de etilenodiamina, em pH 10,5;
com o aumento da area imersa do eletrodo. Contudo, para as medidas realizadas com o
mesmo tamp&o para concentracdes de fon sodio acima de 1 mol L™, o potencial permanecia
praticamente constante ou aumentava para valores mais positivos com o aumento da area
do eletrodo imersa. Isto mostra que o eletrodo de vidro para sddio também responde para H*
e OH e a sua superficie, é entéo, zwitteribnica podendo adsorver ao mesmo tempo 0s ions
Na" e OH". Entdo, o potencial desenvolvido é o resultado da diferenca de cargas positivas e
negativas adsorvidas como descrito na Eq. 11(STOCK, 1989).

Baseado nos conceitos e nas observacfes mencionadas anteriormente, de maneira
geral, o potencial desenvolvido num sensor potenciométrico é causado pela separagéo de
cargas na superficie do eletrodo. Esta interpretacdo estd4 diretamente associada com
processos de quimissorcao do ion primario proveniente da solucdo para a superficie do
eletrodo. No caso dos contra-ions, estes se acumulam na fase liquida, a solugéo, ocorrendo
a separagdo de cargas. Assim, o potencial quimico do soluto é o responséavel pelo sinal
eletroquimico (CHENG, 1985).
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6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 — Obtencao e deposicéo das fases de apatitas sobre o titanio

6.1.1 - Superficies Irradiadas por Laser

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura das diversas superficies
irradiadas (Figuras 25 a 27) apresentam o efeito da irradiacdo utilizando 2 condi¢bes
paramétricas pré selecionadas de ajuste do feixe de laser, com variacdo de frequiéncia entre
20 e 35 KHz e poténcia referenciada no equipamento de 100 a 255. Observa-se que a
variagdo da poténcia associada a diferentes frequiéncias produz variagdo morfolégica
(Figuras 26 a 27) e quimica das superficies resultante da fuséo e solidificagéo rapidas, com

zonas irradiadas homogéneas sem trincas ou rachaduras.
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Figura 25: MEV e DRX da superficie do titanio usinado utilizado nesse trabalho.

A Figura 26 apresenta as micrografias da Amostra A apés a irradiacéo.
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Figura 26: MEV-DRX da superficie da amostra A (Fluéncia 280 J/cm?) nos aumentos a)
200x, b) 500x, ¢) 1000x, d) 3000x e e) DRX.

A Figura 27 apresenta as micrografias da Amostra B.
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Figura 27: MEV-DRX da superficie da amostra B (Fluéncia 56 J/cm?) nos aumentos a) 200x,
b) 500x, c) 1000x, d) 3000x e e€) DRX.

Pode-se observar nas Figuras 26 e 27, as micrografias comparativas entre as
superficies irradiadas pelo laser, essas demonstram uma variacdo na rugosidade devido a
ablacdo do substrato, nesse processo ocorre a fusao e a solidificagdo rapida, em atmosfera
ambiente, esse procedimento proporciona a formacdo de Oxidos de titnio com diferentes
graus de oxidagdo, indicando que a energia do laser favorece a difusdo de atomos de
oxigénio, bem como a solidificacdo rapida que proporciona a formacédo dessas fases néo
convencionais (PEREZ DEL PINO, 2002).

Gyorgy e colaboradores estudaram a oxidacdo de superficies metalicas atraves da
irradiac&o por laser em ar e em presséo atmosférica (GYORGY, 2004) e também estudaram
a nitretacdo de superficies metalicas de titanio mediante irradiacao por laser em atmosfera
de nitrogénio (GYORGY, 2002). As estruturas formadas foram estudadas pela técnica de
espectroscopia micro-Raman. Observou-se que a menor proporcdo O/Ti, ou seja, o maior
desvio da estequiometria TiO, (rutilo e anatasio) encontra-se nas regides do centro e na
superficie da zona de irradiagéo.

Observando-se que o laser causava a formacdo de uma diversidade de 6xidos na
superficie do metal. Gydrgy e colaboradores, em estudo sobre a influéncia da atmosfera na
topografia de Ti-cp sob irradiacdo de laser pulsado de Yb:YAG com a fluéncia de 3x10’
W/cm? e frequéncia de pulso em 30 kHz, obtiveram uma superficie irradiada ao ar sob
pressdo normal semelhante a obtida nesse trabalho para as condi¢cbes com freqiiéncia de
pulso semelhante.

Diversos trabalhos tém sido publicados nos Ultimos anos (SELEMAT, 2001; GARCIA,
2002; PEREZ del PINO, 2002; BRAGA, 2007; ALMEIDA FILHO,2011) correlacionando os
parametros do feixe de laser, a atmosfera utilizada e as fases formadas, bem como a
morfologia da superficie.

A Figura 26 apresenta a topografia da amostra A, onde se observa uma maior
rugosidade quando comparado com a topografia da amostra B, essa caracteristica é

conseqliéncia da fluéncia e esta intimamente ligado a frequéncia e a velocidades utilizadas.
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Uma densidade de energia maior propiciara uma maior difusdo do oxigénio através do
material fundido, a qual foi constatada pela andlise de difracdo de raios X. Sendo assim, as
medidas de DRX (Figura 28) revelaram em adicdo aos picos de a-Ti, (100), (002), (101),
(102), (110), (103), (112), segundo JCPDS, ficha n° 89-5009 (JCPDS, 2003), a possivel
presenca de TiO; e TizO ou TigO. A presenca dos 6xidos ndo estequiomeétricos TizO ou TigO
pode ser explicada pelas suas semelhancas estruturais. As fases Tiz;O ou TigO pertencem
ao mesmo sistema cristalino, hexagonal, e grupo espacial P-31c, diferenciando-os pelos
parametros de rede que sdo muitos proximos (TisO a = 5,1418 A e ¢ = 9,5354 A; TigO a =
5,13000 A e ¢ = 9,48000), segundo JCPDS fichas n° 73-1583 e 72-1807, respectivamente.
(JCPDS, 2003).

Entretanto, sabe-se que o titdnio quando exposto ao ar é rapidamente recoberto com
camadas nanomeétricas entre 4 e 6 nm de TiO,, sendo assim, fica dificil a ndo deteccéo de
TiO, nas superficies irradiadas pela técnica DRX, isso pode ser justificado, também, pela
maior profundidade de andlise da técnica (THOMAS, 1987). Esses resultados estdo de
acordo com Pérez Del Pino (2002), os quais ap6s irradiar titanio com laser Nd:YAG em
atmosfera normal, obtiveram diferentes camadas de Oxidos, sendo que através de analise
por DRX foi observado que as camadas eram compostas predominantemente por Ti,O e
TizO, e por espectroscopia micro-Raman das micro-zonas identificou-se a presenca de Ti,O3
e TiO,, ndo presentes por analise de DRX.

A Figura 28 apresenta o refinamento de Rietveld referente as superficies das

amostras A e B, como representado a sequir;

Amostra A Amostra B

Intensidade (CPS)

i
30 35 40 45 50 55 60 30 35 40 45 50 55 60 65
20 20

Figura 28: Espectros de DRX ap0s o refinamento por Rietveld das superficies irradiadas por

laser.

Tabela 11: Porcentagem das fases obtidas, apds refinamento por Rietveld (RIETVELD,
1969).
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280 J/cm? 56 J/cm?
Fases Amostra A (%) Amostra B (%)
a —Ti 24,2 63,5
TisO 52,4 1,0
TicO 4,6 18,8
B-Ti 13,4 16,2
B —TiO 5,4 0,5

Estes resultados sugerem que os processos de fuséo e solidificagcdo rapida mediante
irradiacéo por feixe de laser, em atmosfera normal, induzem a formagé&o de éxidos de titanio
com diferentes graus de oxidagao, indicando que a energia do laser favorece a difusédo de
atomos de O (ou N, dependendo da atmosfera utilizada) bem como a solidificacao rapida
gue forma essas fases em condicao de ndo-equilibrio, uma vez que o estado mais estavel é
a fase TiO, (rutilo) (NANAI, 1997; VAJTAI, 1996).0Observando-se a Tabela 11, verifica-se
gue com o aumento da fluéncia existe um aumento na porcentagem de Oxidos sobre a sua
superficie, desta forma a amostra que apresenta um maior numero de 6xidos € a A devido a
sua fluéncia ser de 280 J/cm?.

Os oxidos Ti3O e TigO sao classificados como O6xidos n&o-estequiométricos

deficientes em oxigénio, ou seja, possuem vacancias de oxigénios (V) — Figura 29a. Essas

vacancias sao defeitos, sendo desvios da composicdo estequiométrica dos compostos
(SYRENSE, 1981).
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Figura 29: (a) Apresenta os defeitos de acordo com Kroger e Vink (1956) (b) Diagrama
hipotético (u, T, X) para um sistema de dois componentes a temperatura constante
(SORENSE, 1981).

Um importante fator termodinamico a ser considerado nos estudos de oxidos néo-

estequiométricos é o potencial quimico de oxigénio (4o,), 0 qual é definido pela equacéo
3).

o, = 43, +RTINR, )

Essa equacdo demonstra que o potencial quimico de oxigénio é dependente da
temperatura. Segundo SPRENSE (1981), um outro fator que também influencia na
formacdo das fases nao-estequiométricas é a composicdo — Figura 29b. Sendo assim,

esses oOxidos demonstram um comportamento bivariante [u;= i (T, X)].

Fases nao-estequiométricas sdo encontradas em muitos sistemas de 6xidos a altas
temperaturas, especialmente nos quais, 0s cations podem existir em diversos estados
(valéncias) de oxidacdo. A mais importante propriedade desses 6xidos é a alta mobilidade e
condutividade ibnica de oxigénio (SORENSE, 1981).

Uma outra forma de estudar a formacdo, ou auséncia, desses compostos na
superficie irradiada por laser pode ser compreendida utilizando o diagrama de fase binario
do Ti—O, Figura 30 (MURRAY, 1994).
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Figura 30: Diagrama de fase do titanio e oxigénio (MURRAY, 1994).

Conforme o diagrama de fase do Ti—O, o titnio metalico quando aquecido entre 400
°C e 600 °C, em ar e pressao atmosférica, transforma-se em compostos com estruturas
pertencentes as fases TiO,,. Entre as quais, pode-se destacar as fases TizO, TigO, Ti,O e
Tiz0O, (~8 a ~18% m/m). Essas séo os estados de menor oxidacao do titanio.

Segundo o diagrama de fases de Ti — O, a fase B-Ti ocorre a altas temperaturas e
baixa concentracdo de oxigénio. Assim, a presenca da fase cubica B-Ti na superficie obtida
pode ser entendida em termos do baixo teor de oxigénio na zona central do feixe laser,
devido a difusdo das moléculas (GYORGY, 2004). Um outro fator que contribui para a
formacédo da fase cubica € a solidificacdo rapida da superficie. Sendo assim, a fase cubica
do Ti é estabilizada, contudo, esta fase encontra-se em menor presenca. A formagédo da
fase B-TiO pode estar relacionada a fase pB-Ti. (GYORGY, 2004)

Os picos caracteristicos de TiO, (rutilo e anatasio) nao foram observados, indicando
que uma fluéncia méaxima de 280 J/cm?, néo foi suficiente para formar a fase mais oxidada
do titénio (TiO,). Isto esta de acordo com estudos similares, realizados por (PEREZ, 2002;
LAVISSE, 2002; GYORGY, 2002) que obtiveram rutilo e anatasio somente com fluéncia
superior de 294 J/cm?. O titanio é capaz de absorver no seu reticulo cristalino cerca de 40%

de oxigénio atémico (~18% m/m) em solucédo sélida intersticial.
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A este tipo de estrutura pertencem todas as fases TiO, com x < 0,7, entre as quais se
destacam TizO, Ti,O e TizO, (-8 a ~18% m/m). A primeira fase intermediaria, TiO,
corresponde a todas as formas TiOx, com 0,7<x<1,3 (~18-29,4% m/m). A préxima fase
intermediaria est4 baseada na composicdo Ti,O3 (~33 a ~34% m/m). Antes da regido de
formagéo do TiO, (~40% m/m) forma-se uma fase com menor teor de oxigénio, a série de
oxidos de titanio, Ti,O2n.1, que engloba, o intervalo de n = 3-10 (~36% m/m), e compreende
uma grande variedade de espécies. As fases denominadas Magnélli com n = 4-10 (~37 a
~39% m/m) corresponde a uma série homdloga de Oxidos, desde TisO; até TipO19
(MURRAY, 1994).

Sendo assim, a presenca das fases sub-estequiomeétricas TisO e TigO pode ser
explicada pela difusdo do oxigénio nos intersticios da rede do Ti cp (GYORGY, 2004;
LAVISSE, 2002).

Devido a grande solubilidade apresentada pelo oxigénio no titanio, esta propriedade
conduz a formacao de uma grande quantidade de 6xidos como pode ser observado pelo

diagrama de fases Ti-O, Figura 30, com uma relacao O/Ti no intervalo de 0-2.

6.1.2 - Medidas de angulo de contato

A medida do angulo de contato de uma gota de um liquido de interesse numa superficie
tem sido usada para caracterizar a molhabilidade desta superficie, conforme apresentado na
Tabela 12. A molhabilidade da superficie de um implante pode descrever a interacdo deste
com as biomoléculas, células e organismos presentes no meio bioldgico(RATNER, 1996)

Tabela 12: Referéncias de angulos de contato e condi¢cdes de molhamento

6=0 molhamento completo
0<0<90° molhamento parcial
0 >90° nao ha molhamento

(RATNER, 1996, PARK 1984)

A Tabela 13 mostra as medidas de molhabilidade das superficies em estudo; observa-
se que estas apresentaram molhamento total e instantdneo em agua destilada com excegao

da superficie usinada.
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Tabela 13: Angulo de contato das amostras experimentais

Superficie angulo / grau

Usinada 2
Amostra A (280 J/cm?) 0
Amostra B (56 J/cm?) 0

Pode-se observar pela Tabela 13 que independente dos dois materiais estudados e
das duas condicGes paramétricas do feixe de laser aplicado, todas as superficies irradiadas
apresentaram total molhabilidade com excecdo da superficie usinada acusando baixa
tensdo superficial e conseqientemente, apesar da elevada taxa de energia transferida pelo
processo laser de modificacdo de superficie, esta ndo foi retida em niveis que pudessem
afetar a molhabilidade e desta forma nao interferindo no processo de adesédo celular a
superficie conforme citado na literatura (BAIER, 1988)(LAWRENCE , 2005)(LAWRENCE,
2006) onde a teoria que prevalece é a de que a energia de superficie tem um efeito seletivo
sobre a configuragdo e conformacao das proteinas que sédo adsorvidas durante o processo
de adesao celular a superficie do implante.

6.1.3 - Superficies Irradiadas e submetidas ao tratamento com NaOH

As amostras apoés a irradiagdo por feixe de laser foram limpas (conforme descrito
anteriormente em materiais e métodos) e posteriormente submetidas ao processo de
ativacdo da superficie. A camada passiva de Oxido de titanio que se forma
espontaneamente reage com uma solu¢cdo de NaOH formando um hidrogel de titanato
alcalino sobre a superficie (KOKUBO, 1996). Esta camada € desidratada e estabilizada
como um titanato de sodio parcialmente cristalizada ap6s o tratamento a 60°C por 3 horas.
Tal procedimento é realizado com o objetivo de ativar o substrato, tornando a superficie
reativa para a deposicao de materiais inorganicos como as apatitas (ALENCAR, 2002). As

amostras foram colocadas em uma solugéo de NaOH 5 mol.L™ por um periodo de 24 horas.
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Figura 31: MEV e DRX da superficie do titanio c.p. apés NaOH.

A Figura 32, apresentam as micrografias do titanio e das amostras A e B apos
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Figura 32: MEV e DRX das amostras A e B ap6s NaOH, (a) Amostra A, (b) Amostra B.

As reacdes quimicas que acontecem no processo de formacdo da camada de hidrogel

sobre a superficie do titdnio durante o tratamento com NaOH, estédo apresentadas a seguir.

e TiO, + OH — HTIO3 (20)

e Ti+30H - Ti(OH)" +4 ¢ (21)
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o Ti(OH);" + OH < Ti(OH), (22)
o ATi(OH)s" + 46 — 4TiO,.H,0 + 2H, (g) (23)
e TiO, nH,0 + OH < HTiO3.nH,O (24)

Durante esse processo, 0s Oxidos de titanio que se formam sobre a superficies
provenientes da ablacdo em atmosfera ambiente é dissolvido parcialmente para formar uma
solucéo alcalina devido a reacédo de oxidacdo dos grupos hidroxila, reacédo 22. A hidratac&o
do Ti metélico ocorre simultaneamente com o ataque quimico, reagbes 20, 21 e 22. Um
ataque adicional de uma hidroxila a um TiO, hidratado produzir4 hidratos com cargas
negativas sobre a superficie do substrato, reagéo 23 (KOKUBO, 1996).

Observando-se o difratograma do Ti cp referente a Figura 46, em comparativo com as
amostras irradiadas, Figura 32, verifica-se que houve uma diminuicdo no nimero de picos
de titanatos, isso se deve ao fato de ter ocorrido uma menor oxidacdo da superficie da
amostra em questéo e assim formando uma quantidade menor de titanato de sodio.

Todas as amostras analisadas apresentaram as mesmas fases, as fases identificadas
foram Na,TisO;, (N.52-1814) e Na,TiO3 (n.37-0345), conforme as fichas padrées do JCPDS.
Os picos identificados correspondentes as fases a-Ti (n.89-5009) e 6&xidos nao-
estequiométricos (TixO,x.1) provavelmente estando relacionadas com esses elementos no
substrato. Analisando-se os difratogramas referentes as figuras 45 e 46, observa-se que as
amostras que foram submetidas a solucdo de NaOH, apresentou picos como o de titanato
de sddio para todas as amostras proximo de 26 = 17°, 26 = 30° e 26 = 36°, além de 6xidos
nao-estequiomeétricos. Encontrou-se também para ambas as amostras o Na,TisO,, por volta

de 20 = 34°, que também auxilia na ativacao da superficie.

6.2 - Recobrimento de apatitas pelo Método Biomimético

Todas as amostras de titdnio modificadas por feixe de laser foram recobertas pelo
método biomimético por trés tipos de SBF (Simulated Body Fluid) diferentes a fim de obter
as fases ACP, OCP, HA e B-TCP, como apresentado na Tabela 14.

Tabela 14: Razdo Ca/P dos fosfatos de calcio.

Fosfato de Célcio Férmula Quimica Ca/P
Hidroxiapatita (HA) Cayo(PO4)s(OH) 1,67
Fosfato de Calcio Amorfo Caz(P0O,), . nH,O 1,5

(ACP)
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Fosfato tricalcico (a, o, B, 7) Caz(POy): 1,5
(TCP)
Fosfato octacalcico (OCP) CagH2(P0O4)s.5H,0 1,33

Fonte: AOKI, 1991.

O teste de solubilidade das apatitas foram todos realizados em triplicata e em meio
de &gua destilada com pH = 7,35, o pH da mesma foi acertado com um solu¢éo Tris, esta
apresenta um carater basico.

O meio de agua destilada foi escolhido como um teste preliminar para a dissolug¢éo
de apatitas, a normativa ndo especifica um meio padréo para a dissolucdo das fases de

apatitas.

MEIO DE DISSOLUCAO - Normativa

Utiliza-se o meio de dissolucdo especificado na monografia do produto, previamente
desgaseificado por procedimento conveniente, quando necessario, para evitar a formacao
de bolhas que possam interferir na velocidade de dissolucdo a ser medida. Quando o meio
de dissolucéo for solugdo tampao, o pH deve ser ajustado a + 0,05 unidades do valor do pH
especificado na monografia do produto.(FARMACOPEIA, 2010).

6.2.1 - Fases de Apatitas

6.2.1.1 - Fosfato de Calcio Amorfo (ACP)

+ +

Na* K* Mg? ca? ClI° HPOS SO/ HCOs

SBF4 1404 - - 3.1 1429 1.86 1.0

Na imersdo da amostra A em SBF 4 obteve-se um recobrimento composto por gréos
esféricos caracteristicos da fase ACP, figuras 33(a). O EDS confirmou a presenca de
atomos de célcio e fosforo, como era esperado para a obtengéo das fases de apatitas, figura
33(c). Os resultados do DRX confirmaram a presenca majoritaria ACP e também de apatita
carbonatada do tipo B, figura 33(b). O espectro de IV exibiu bandas caracteristicas dos
grupos PO, (em 575 cm™), P-OH (em 1114 cm™) e apatita carbonatada do tipo B (em 1411 e

1463 cm™, respectivamente), figura 33(d). A curva de solubilidade da amostra A referente a
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fase ACP foi avaliada por duas metodologias (titulagdo complexométrica e por eletrodo de

ions seletivos) e sdo apresentadas na figura 33(e).
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Figura 33: Caracterizacdo da amostra A recoberta pela SBF 4, (a) MEV, (b) DRX, (c) EDS,
(d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase ACP depositada sobre a superficie do titanio

analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos.

Analisando-se a curva de solubilidade da fase ACP em agua destilada sob o pH = 7,35
e a 37,5°C para a amostra A ao longo de 30 dias, observa-se que a concentracdo de calcio
em solugéo teve uma crescente ao longo desse periodo. Tal resultado nos leva a concluir
gue acontece uma grande liberacdo de apatitas ao longo dos 30 dias, proximos dos ultimos
5 dias a quantidade liberada em solug&o tornou-se quase que desprezivel como € possivel
se observar o perfil da curva apresentada. As metodologias utilizadas para a determinacéo
guantitativa de calcio em solu¢cdo se mostraram adequadas, pois ambas as curvas
apresentaram valores muito préximos uma da outra.

Na imersdo da amostra B em SBF 4 obteve-se um recobrimento composto por graos
pequenos e esféricos caracteristicos da fase ACP, figuras 34(a). O EDS confirmou a
presenca de atomos de célcio e fosforo, como era esperado para a obtencgdo das fases de
apatitas, figura 34(c). Os resultados do DRX confirmaram a presenca majoritaria ACP, figura
49(b). O espectro de IV exibiu bandas caracteristicas dos grupos PO, (em 557 cm™), P-OH
(em 1056 cm™) e apatita carbonatada do tipo A (1514cm™), figura 34(d). A curva de
solubilidade da fase ACP referente a amostra B é apresentada na figura 34(e). A Figura 34

apresenta o recobrimento da Amostra B pela solu¢cdo SBF 4.
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Figura 34: Caracterizagdo da amostra B recoberta pela SBF 4, (a) MEV, (b) DRX, (c) EDS,
(d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase ACP depositada sobre a superficie do titanio

analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos.
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O recobrimento obtido apresentou morfologia caracteristica da fase ACP, composta por
graos esféricos (KANAZAWA, 1989), figuras 49(a) e 49(b). O EDS confirmou a presenca de
atomos de calcio e fosforo, como era esperado para a obtencdo das fases de apatitas. Por
DRX observou-se que somente a fase ACP estava presente no recobrimento, devido a
composi¢cao da solucdo que n&o possibilitou a diminuicdo do periodo de indug&o (tace)
necessario a cristalizacdo completa desta fase e, consequentemente, sua posterior
conversao, figura 34(a). O espectro de IV confirmou os resultados obtidos por DRX, pois
apresentou bandas caracteristicas dos grupos PO, (em 767 cm™), P-OH (em 1056 cm™) e
da fase amorfa de fosfato de célcio (em 552 cm™). Além destas bandas, o recobrimento
apresentou bandas referentes & apatita carbonatada tanto do tipo A (em 1514 cm™)
caracterizando entdo uma apatita carbonatada (VERCIK, 2004).

Analisando-se a figura 49(e) referente a curva de solubilidade da fase ACP para a
amostra B em agua destilada sob o pH = 7,35 e a 37,5°C, ao longo de 30 dias, observa-se
que a concentracdo de célcio em solucéo teve uma crescente ao longo de todo periodo. Tal
resultado nos leva a concluir que acontece uma grande liberacdo de apatita praticamente
estabilizando nos ultimos 3 dias para a fase ACP na amostra B.

Comparando-se as curvas de solubilidade para as amostras A e B, observa-se que
ambas as amostra apresentaram um mesmo perfil na cinética de liberacdo, em que existe
uma grande liberacdo ao longo de 30 dias. Analisando-se as concentracdes em solucao
observa-se que a amostra B apresentou uma maior liberacdo de apatitas em um mesmo
intervalo de tempo, isto se deve a diferenca na modificacdo da superficie do titanio pelo
laser. A amostra B apresenta uma menor densidade de energia inserida sobre a superficie
da amostra e consequentemente uma menor deformacdo da mesma, assim apresenta uma
menor distancia entra a superficie e a parte funda da amostra o que auxilia em uma
liberacao mais répida e facil das apatitas em solucao.

Analisando-se pelo método de Rietveld as fases de apatitas depositadas sobre as
superficies modificadas por laser, observamos na Tabela 15, em que a fase majoritaria em
ambas as superficies é a ACP (Fosfato de Célcio Amorfo). A amostra B (80,65%)
apresentou uma maior quantidade da fase ACP quando comparada com a amostra A
(56,71%). Tal resultado mostra que devido a amostra B apresentar um porcentual da fase
ACP maior, a liberagdo da mesma se mostrou mais rapida quando comparada com a
amostra A em um mesmo periodo. Assim além da menor modificagdo superficial (Amostra
B) auxiliar em uma liberagdo mais rapida e de uma quantidade maior para a solucao, a

mesma apresenta majoritariamente a fase ACP o que auxilia ainda mais tal processo.
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Tabela 15: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apos refinamento por Rietveld
(RIETVELD, 1969).

280 J/cm? 56 J/cm?
Fases Amostra A (%) Amostra B (%)
ACP 56,71 80,65
Apatita
43,29 19,35
Carbonatada

6.2.1.2 - Fosfato Octacélcico (OCP)

+

Na* K* Mg? ca? ClI° HPO/S SO/ HCOs

SBF6 1404 - - 3.1 1429 1.86 - 5.0

O recobrimento obtido por imersdo nesta solucdo apresentou em sua morfologia
aglomerados entre particulas esféricas maiores que aquelas caracteristicas da fase OCP e
agulhas caracteristicas do OCP, Figura 35(a). O EDS confirmou a presenca de atomos de
célcio e fosforo, como era esperado para a obtencdo das fases de apatitas, e nota-se
também auséncia do pico de Ti, mostrando que a camada é espessa, figura 35(b). Os
resultados de DRX confirmaram as observacbes anteriores, pois apresentou picos
caracteristicos somente da fase OCP e de apatita carbonatada AB, figura 35(b). Dessa
forma, nota-se que nesta concentracéo (5mM) os fons CO3> apresentam maior eficiéncia na
diminuicéo do periodo de inducao da cristalizacdo do OCP(CHRISTOFFERSEN, 1978).

As bandas exibidas por espectroscopia de IV foram caracteristicas dos grupos PO,
(552 cm™), P-OH (1043 cm™) e apatita carbonatada dos tipos B (em, respectivamente, 1411
e 1462 cm™), figura 35(d). A curva de solubilidade da amostra A referente a fase OCP foi
avaliada por duas metodologias (titulagdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos)

e se encontram na figura 35(e).
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Figura 35: Caracterizacdo da amostra A recoberta pela SBF 6, (a) MEV, (b) DRX, (c) EDS,
(d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase OCP depositada sobre a superficie do titanio

analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos.

Analisando-se a curva de solubilidade da fase OCP em agua destilada sob o pH = 7,35
e a 37,5°C para a amostra A ao longo de 30 dias, observa-se que a concentracéo de calcio
em solucéo teve uma crescente ao longo desse periodo. Tal resultado nos leva a concluir
gue acontece uma grande liberacdo de apatitas ao longo dos 30 dias, proximos dos ultimos
3 dias de analise a quantidade liberada em solucao tornou-se quase que desprezivel como é
possivel se observar o perfil da curva apresentada. As metodologias utilizadas para a
determinacdo quantitativa de célcio em solu¢cdo se mostraram adequadas, pois ambas as
curvas apresentaram valores muito proximos uma da outra. Estando dentro do erro
experimental.

A Figura 36 apresenta o recobrimento da Amostra B pela solu¢cdo SBF 6.
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Figura 36: Caracterizacdo da amostra B recoberta pela SBF 6, (a) MEV, (b) DRX, (c) EDS,
(d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase OCP depositada sobre a superficie do titanio

analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos.

Analisando-se a figura 36(e) referente a curva de solubilidade da fase OCP para a
amostra B em agua destilada sob o pH = 7,35 e a 37,5°C, ao longo de 30 dias, observa-se
que a concentracdo de calcio em solucao teve uma crescente por todo o periodo analisado.
Tal resultado nos leva a concluir que acontece uma grande liberacédo da fase OCP por todo
0 periodo.

Comparando-se as curvas de solubilidade para as amostras A e B, observa-se que
ambas as amostra apresentaram um mesmo perfil na cinética de liberacdo, em que existe
uma grande liberacdo ao longo de 30 dias. Analisando-se as concentracdes em solucdo
observa-se que a amostra B apresentou uma maior liberagdo de apatitas em um mesmo
intervalo de tempo, isto se deve a diferenca na modificagdo da superficie do titanio pelo
laser. A amostra B apresenta uma menor densidade de energia inserida sobre a superficie
da amostra e consequentemente uma menor deformagdo da mesma, assim apresenta uma
menor distancia entra a superficie e a parte funda da amostra o que auxilia em uma
liberacao mais rapida e facil das apatitas em solucao.(KANAZAWA, 1996).

Analisando-se pelo método de Rietveld as fases de apatitas depositadas sobre as
superficies modificadas por laser, observamos na Tabela 16, em que a fase majoritaria em
ambas as superficies é a OCP (Fosfato Octacalcico). A amostra B (96,14%) apresentou

uma maior quantidade da fase OCP quando comparada com a amostra A (92,31%). Tal
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resultado mostra que devido a amostra B apresentar um porcentual da fase OCP maior, a
liberacdo da mesma se mostrou mais rapida quando comparada com a amostra A em um
mesmo periodo. Assim além da menor modificagdo superficial (Amostra B) auxiliar em uma
liberacdo mais rapida e de uma quantidade maior para a solu¢cdo, a mesma apresenta

majoritariamente a fase OCP o que auxilia ainda mais tal processo.

Tabela 16: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apds refinamento por Rietveld
(RIETVELD, 1969).

280 J/cm? 56 J/cm?
Fases Amostra A (%) Amostra B (%)
OCP 92,31 96,14
Apatita
7,69 3,86
Carbonatada

6.2.1.3 - Hidroxiapatita (HA)

+ +

Na* K* Mg? ca? ClI° HPO/ SO HCOs

SBFO 1420 5.0 15 25 1478 1.0 0.5 4.2

Por imersdo em SBF 0, obteve-se sobre a superficie da Amostra A um recobrimento
espesso, compacto e de graos esféricos, com trincas de aproximadamente 10 um. O EDS
confirmou a presenca de atomos de calcio e fésforo, como era esperado para a obtencéo
das fases de apatitas. A figura 37 apresenta a morfologia e o0 EDX deste recobrimento. Os
resultados do DRX confirmaram a presenca majoritaria da fase HA, figura 37(b). O espectro
de IV exibiu bandas caracteristicas dos grupos PO, (em 653 cm™), P-OH (em 1083 cm™) e
apatita carbonatada do tipo B (1406 e 1459 cm™), figura 37(d). A curva de solubilidade da
amostra A referente a fase HA foi avaliada por duas metodologias (titulacdo

complexométrica e por eletrodo de ions seletivos) e se encontram na figura 37(e).
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Figura 37: Caracterizacdo da amostra A recoberta pela SBF 1,5, (a) MEV, (b) DRX, (c)
EDS, (d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase HA depositada sobre a superficie do
tithnio analisadas pelas técnicas de titulagdo complexométrica e por eletrodo de ions

seletivos.

Analisando-se a figura 37(e) referente a curva de solubilidade da fase HA para a
amostra B em agua destilada sob o pH = 7,35 e a 37,5°C, ao longo de 30 dias, observa-se
que a concentracdo de célcio em solucdo teve uma crescente por todo o periodo, sendo
mais acentuado até o quarto dia. Tal resultado nos leva a concluir que acontece uma grande
liberacdo da fase HA por todo o periodo. A Figura 38 apresenta o recobrimento da Amostra
B pela solucéo SBF 1,5.
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Figura 38: Caracterizacdo da amostra B recoberta pela SBF 1,5, (a) MEV, (b) DRX, (c)
EDS, (d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase HA depositada sobre a superficie do
tithnio analisadas pelas técnicas de titulagdo complexométrica e por eletrodo de ions

seletivos.

Analisando-se a curva de solubilidade da fase HA para a amostra B em agua destilada
sob o pH=7,35¢e a 37,5° ao longo de 30 dias, observa-se que a concentracdo de calcio
em solucdo teve uma crescente em todo o periodo analisado, atingindo uma grande
liberacdo até o quarto dia, posterior a esse periodo a liberagdo se mostrou quase que
constante até o término do experimento no trigésimo dia. Tal resultado nos leva a concluir
que acontece uma grande liberacdo da apatita tendendo a ficar constante posterior ao
periodo de 4 dias como observado na amostra B.

Comparando-se as curvas de solubilidade para as amostras A e B, observa-se que
ambas as amostra apresentaram um mesmo perfil na cinética de liberacdo, em que existe
uma grande liberacdo ao longo de 30 dias. Analisando-se as concentracdes em solucao
observa-se que a amostra B apresentou uma maior liberacdo até o quarto dia, atingindo
uma concentracdo de fons célcio em solucdo de aproximadamente de 4,5.10° mol.L* em
quanto que a amostra A em um mesmo intervalo de tempo atingiu 2,5.10° mol.L?, isto se

deve a diferenca na modificagdo da superficie do titanio pelo laser. A amostra B apresenta
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uma menor densidade de energia inserida sobre a superficie da amostra e
conseqientemente uma menor deformacdo da mesma, assim apresenta uma menor
disténcia entra a superficie e a parte funda da amostra o que auxilia em uma liberacdo mais
rapida e facil das apatitas em solucao.(AKAZAWA, 1996)

Analisando-se pelo método de Rietveld as fases de apatitas depositadas sobre as
superficies modificadas por laser, observamos na Tabela 17, em que a fase majoritaria em
ambas as superficies é a HA (Hidroxiapatita). A amostra B (88,21%) apresentou uma maior
gquantidade da fase HA quando comparada com a amostra A (84,79%). Tal resultado mostra
que devido a amostra B apresentar um porcentual da fase HA maior, a liberacdo da mesma
se mostrou mais rapida quando comparada com a amostra A em um mesmo periodo. Assim
além da menor modificacao superficial (Amostra B) auxiliar em uma liberacdo mais rapida e
de uma quantidade maior para a solucao, a mesma apresenta majoritariamente a fase HA o

gue auxilia ainda mais tal processo.

Tabela 17: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apds refinamento por Rietveld
(RIETVELD, 1969).

280 J/cm?® 56 J/cm?
Fases Amostra A (%) Amostra B (%)
HA 84,79 88,21
OoCP 12,86 10,34
Apatita
2,35 1,45
Carbonatada

6.2.1.4 - Fosfato tricalcico (B-TCP)

+

Na* K* Mg? ca? ClI° HPO/ SO/ HCOz

SBF6 1404 - - 3.1 1429 1.86 - 5.0

O recobrimento obtido por imersdo nesta solucdo apresentou em sua morfologia
aglomerados entre particulas esféricas maiores que aquelas caracteristicas da fase ACP e
agulhas caracteristicas do OCP, figuras 39a e 39b. O EDS confirmou a presenca de atomos

de célcio e fosforo, como era esperado para a obtencao das fases de apatitas, figura 39c.
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Os resultados de DRX confirmaram as observacdes anteriores, pois apresentaram picos
caracteristicos somente da fase B-TCP e de HA, figura 54b. Dessa forma, nota-se que o
tratamento térmico realizado sobre a fase HA foi muito efetivo, pois possibilitou a conversao

da mesma em B-TCP através da saida de agua e do rearranjo estrutural sofrido, segundo a

reacao:
HA — carbonatada —» f—TCP + HA
Ca,(PO,,CO,),(OH ), —**¢Ca,(PO,), + Ca, (PO, ),(OH), +CO, T (25)

As bandas exibidas por espectroscopia de IV foram caracteristicas dos grupos PO,
(em 590 cm™), P-OH (em 767 e 972-1180 cm™) e uma banda de apatita carbonatada do tipo
B (em 1640 cm™), todas as bandas apresentadas s&o caracteristicas da fase p-TCP, figura
39d.
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Figura 39: Caracterizacdo da amostra A recoberta pela SBF 6, (a) MEV, (b) DRX, (c) EDS,

(d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase B-TCP depositada sobre a superficie do titanio

analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos.

Analisando-se a curva de solubilidade da fase B-TCP para a amostra A em agua
destilada sob 0 pH = 7,35 e a 37,5°C ao longo de 30 dias, observa-se que a liberacdo de
célcio teve uma crescente ao longo de todo o periodo estudado.

A Figura 40 apresenta o recobrimento da Amostra B pela solucdo SBF 6 e tratamento

térmico.
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Figura 40: Caracterizacdo da amostra B recoberta pela SBF 6, (a) MEV, (b) DRX, (c) EDS,
(d) FTIR, (e) Curvas de Solubilidade da fase B-TCP depositada sobre a superficie do titanio
analisadas pelas técnicas de titulacdo complexométrica e por eletrodo de ions seletivos.

Analisando-se a curva de solubilidade da fase B-TCP para a amostra B em agua
destilada sob o pH = 7,35 e a 37,5°C ao longo de 30 dias, observa-se que a concentragéo
de calcio em solugdo teve uma crescente até o 4° dia e depois um pequeno declive até o
final do periodo analisado. Tal resultado nos leva a concluir que acontece uma grande
liberacdo da apatita no inicio da liberacdo e depois continua em uma crescente mas de
forma menos acentuada. (AKAZAWA, 1996).

Comparando-se as curvas de solubilidade para as amostras A e B, observa-se que
ambas as amostras apresentaram uma liberacdo até o 30° dia, ambas as amostras
apresentaram uma concentracdo de calcio muito similar em todo o periodo. Analisando-se
as curvas de solubilidade das amostras conclui-se que a amostra B liberou uma quantidade

maior de célcio atingindo uma concentracdo de aproximadamente 3,3.10° mol.L™ de ions
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em solucdo no Ultimo dia de andlise, jA a amostra A atingiu uma concentracdo de
aproximadamente 2,8.10®° mol.L™, tal diferenca se da devido a diferenca na modificacdo da
superficie do titanio pelo laser. A amostra B apresenta uma menor densidade de energia
inserida sobre a superficie da amostra e conseqientemente uma menor deformacédo da
mesma, assim apresenta uma menor distancia entra a superficie e a parte funda da amostra
0 gue auxilia em uma liberacdo mais rapida e facil das apatitas em solucdo.( DUCHEYNE,
1999)

Analisando-se pelo método de Rietveld as fases de apatitas depositadas sobre as
superficies modificadas por laser, observamos na Tabela 18, em que a fase majoritaria em
ambas as superficies é a B-TCP (Fosfato tricalcico). A amostra B (81,11%) apresentou
uma maior quantidade da fase B-TCP quando comparada com a amostra A (74,19%). Tal
resultado mostra que devido a amostra B apresentar um porcentual da fase B-TCP maior, a
liberacdo da mesma se mostrou mais rapida quando comparada com a amostra A em um
mesmo periodo. Assim além da menor modificacdo superficial (Amostra B) auxiliar em uma
liberacdo mais rapida e de uma quantidade maior para a solucdo, a mesma apresenta

majoritariamente a fase B-TCP o que auxilia ainda mais tal processo.

Tabela 18: Porcentagem das fases de apatitas obtidas, apés refinamento por Rietveld
(RIETVELD, 1969).

280 J/cm? 56 J/cm?
Fases Amostra A (%) Amostra B (%)
B-TCP 74,19 81,11
HA 22,36 21,52
Apatita 3.45 263

Carbonatada
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6.3 - Resumo dos Resultados Obtidos
A tabela 19 apresenta, de forma resumida, a composi¢cdo dos recobrimentos obtidos
para cada solugdo SBF utilizada, a fim de facilitar a observacdo e analise dos

resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 19: Fases de Apatitas Obtidas nos Recobrimentos

SBF Fases Obtidas
SBF 1,5
OCP, HA, HA - carbonatada
SBF 4
ACP, HA - carbonatada
SBF 6 OCP, HA - carbonatada
SBF 6/TT B —TCP, HA, HA - carbonatada

Desta forma analisando-se todos os resultados obtidos concluimos que a
modificacdo superficial pelo método laser foi satisfatoria para as duas fluéncias
utilizadas. A ativacao da superficie modificada pelo laser por NaOH foi positiva tendo
em vista a formacgé&o de titanatos estequiométricos e ndo-estequiométricos que por
fim auxiliaram na deposicéo das fases de apatitas pelas solucdes SBF.

Assim é possivel a formacéao majoritaria das fases de apatitas de interesse

biolégico apenas controlando-se o0s ions presentes em solucéao.



CONCLUSAO 109

7 — CONCLUSAO

Nas amostras submetidas ao processo laser, constatou-se que nas duas condicdes
paramétricas pré-estabelecidas do laser as amostras sofreram o processo de ablacdo, ou
seja, fusdo e solidificacdo rapidas por feixe de laser induzindo a formacdo de oéxidos
estequiométricos e ndo-estequiométricos sobre a superficie.

Os resultados obtidos das superficies modificadas por feixe de laser quando submetidas
a solucédo de NaOH, apresentaram a formacao de titanatos de sddio estequiométricos e nao-
estequiométricos que por sua vez ativa a superficie para a recepcao de apatitas.

Os recobrimentos bioceramicos realizados com diferentes solucbes SBF, observou-se a
ocorréncia majoritaria das fases de interesse em suas respectivas solucdes, como
caracterizado pelo método de Rietveld. Em todas as fases a amostra B apresentou-se mais
promissora do ponto de vista de formacéo e estabilizacdo de fases de apatitas.

Analisando-se as curvas de solubilidade referentes as fases ACP, OCP, HA e B-TCP
observa-se que em todas as fases e pelas duas técnicas empregadas (eletrodos de ions
seletivos e titulacdo complexométrica), as amostras que apresentaram uma melhor liberacéo
ao longo do periodo de estudo foi amostra B.

Desta forma conclui-se que ambas as metodologias empregadas para a sintese das
apatitas biologicas pelo método biomimético apresentaraou-se promissora. O processo de
liberacdo de apatitas em &agua destilada mostrou-se satisfatério para todas as fases

sintetizadas.

Proposta de Trabalhos Futuros

+ IRRADIACAO POR LASER:
— Aderéncia entre a superficie metalica e ceramica;

— Como a energia de superficie influéncia essa interacéo;

+ PROCESSO DE LIBERACAO
— Estudar a possibilidade de interagdo do Farmaco com as apatitas;
— Cinética de liberacdo de apatitas em solugéo tampé&o.

— Cinética de liberacdo do Farmaco adsorvido nas apatitas.
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