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INTRODUGCAO

De entre os fosfatos de célcio bioactivos, a hidroxiapatite (Ca10(PO4)s(OH)2)
tem sido extensivamente estudada como material de substituicdo dssea. Este
composto apresenta boas caracteristicas de biocompatibilidade, quando
implantado quer em tecidos moles, quer em tecidos duros, conduzindo a uma
forte e intima ligagio com o osso. A principal limitagdo na sua utilizagdo
clinica como implante de sustentagio de carga, deve-se a fragilidade mecénica
que apresenta. Contrariamente, 0s metais e ligas metdlicas usadas em
implantalogia, em que se inclui o titanio e suas ligas, possuem propriedades
mecanicas superiores as da hidroxiapatite. Sdo, no entanto, conhecidos
resultados experimentais que evidenciam que, apesar do excelente
comportamento A corrosio destes materiais, se verifica a ocorréncia de
processos activos de dissolugdo in vivo. Os ides metdalicos assim libertados
interferem com a dissolucdo dos cristalitos de hidroxiapatite presentes no
tecido 6sseo que rodeia os implantes, provocando o aparecimento de estados de
hipocalcemia e hiperfosfatémia, bem como a ocorréncia de condrocalcinose e
hemocromatose.

Uma forma de se ter um compromisso entre propriedades mecénicas e
bioactividade, consiste na utilizagdo da hidroxiapatite sob a forma de um fino
revestimento aplicado sobre um substrato metalico. O comportamento a longo
prazo deste tipo de implantes depende de uma baixa dissolugdo da
hidroxiapatite e da integridade da interface metal-revestimento. Uma
diminuicio do pH associada a ocorréncia de processos inflamatérios ou
infecciosos que acompanham o processo de implantagdo, pode ter, no entanto,
graves consequéncias na estabilidade do revestimento, bem como na prépria
hidroxiapatite como principal constituinte mineral 6sseo. Por sua vez, a
presenca de 4cido lactico, um dos produtos resultantes quer da actividade
osteoclastica, quer do metabolismo das bactérias em meio infectado, pode
também, de alguma forma, influenciar a dissolugao do referido ceramico.

Um outro factor de grande importancia a ter em conta na integridade da
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interface e do revestimento em préteses metalicas, consiste na ocorréncia de
libertagio de ides metalicos como consequéncia da corrosio do substrato.
Apesar da crescente utilizagdo de proéteses ortopédicas revestidas com
hidroxiapatite, sdo escassas as informagoes sobre o modo como os catides assim
libertados poderdo influenciar a estabilidade da hidroxiapatite.

Os objectivos gerais do trabalho desenvolvido e descrito nesta dissertagdo
consistiram em: '

o Determinar a influéncia do meio na dissolugao da hidroxiapatite:
- influéncia do pH,

- influéncia da presenga de acido lactico como meio simulador de

infecgao.

e Determinar a influéncia dos ides titanio(IV), aluminio(Ill) e

vanadio(IV), na:
- cinética de dissolugao,
- composigao e
- estrutura cristalina,

de particulas de hidroxiapatite (acgdo sobre o revestimento e sobre o

08S0).

Esta dissertacio encontra-se organizada da seguinte forma: no primeiro
capitulo é feita uma abordagem tedrica do tema bem como das técnicas
experimentais utilizadas; no segundo capitulo sdo referidos os materiais e
solucdes usadas bem como a preparagdo das amostras e as condi¢bes em que
decorreu o trabalho experimental. Seguidamente (capitulo trés), sdo
apresentados e comentados o0s resultados obtidos, sendo feita a discussdo geral
dos mesmos no capitulo quarto. Por fim, sio apresentadas as conclusoes
retiradas deste trabalho, sendo igualmente indicadas sugestoes para trabalhos

futuros.
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I SINTESE TEORICA

1. 1. Estado actual dos conhecimentos

1.1.1. Biomateriais

Segundo a definigdo acordada por consenso na conferéncia da Sociedade
Europeia de Biomateriais realizada em Chester em 1986, um biomaterial consiste
num material ndo vivo usado como instrumento médico, com a finalidade de:
interagir com sistemas bioldgicos [1]. A utilizagdo de um biomaterial tem como
objectivo substituir uma parte ou uma fungdo do organismo de uma forma segura,
econdmica e fisiologicamente aceitével [2].

Quando o biomaterial é colocado no corpo humano, estabelece-se um
contacto com os tecidos vivos de que resulta a criagio de pelo menos uma
interface entre o material e o sistema biolégico [3]. E a estabilidade a longo prazo
desta interface que determina o sucesso ou insucesso de um implante.

De acordo com Hench [2], o biomaterial “ideal” para implantes sera aquele
que se comporta como se fosse equivalente ao tecido onde é inserido. Esta sua
afirmacgdo pressupde dois axiomas por si propostos:

- o tecido na interface deverd ser o tecido normal do receptor;

- aresposta do material a um estimulo fisico deverd ser idéntica a do tecido
que substitui.

Os biomateriais podem interagir passivamente com o meio fisiolégico em
que sdo inseridos ou podem sofrer alteragoes microestruturais e quimicés que, por
sua vez, conduzirio a uma modificagio da natureza da interface. De modo
semelhante, a presenca de um material protésico pode perturbar o ambiente
biolégico, gerando um meio de natureza diferente. Na prética, a resposta adversa
do receptor é frequentemente um factor fortemente limitativo a aplicagdo de
biomateriais [4].



1.1.2. Os metais usados como biomateriais

De entre os materiais passiveis de serem usados em implantologia,
destacam-se os materiais metélicos. A filosofia do seu desenvolvimento e
aplicagdo é baseada essencialmente em duas condigses:

- elevada resisténcia mecénica;
- baixa velocidade de degradagio no organismo.

A resisténcia mecénica que os metais apresentam, torna-os insubstituiveis
para a maior parte das aplicagdes ortopédicas, apesar dos recentes
desenvolvimentos na area dos ceramicos e polimeros. Sio exemplos destes
materiais, os agos inoxidaveis, as ligas de cobalto, e 0 titAnio e suas ligas (sendo a
liga mais vulgarmente usada a Ti-6Al-4V), cuja elevada resisténcia a corrosao se
deve a formagio e manutengio de camadas superficiais de 6xidos protectores. Os
seus principais campos de aplicagdo consistem em préteses da anca e do joelho e
placas de osteossintese. No entanto, o corpo humano constitui um ambiente muito
agressivo para estes materiais, conduzindo frequentemente ao seu insucesso
prematuro, devido a fenémenos de corrosdo, desgaste, ou combinagao de ambos.
Por sua vez, estes processos sio responséaveis pela libertagdo de ides toxicos, que
se acumulam nos tecidos em torno do implante e se dispersam por outras partes
do corpo, com consequéncias nefastas para o organismo. Aspectos como a
natureza da libertacio dos ides metélicos, a sua distribuigio e os efeitos bioldgicos
por si provocados, constituem actualmente assuntos de preocupacao constante
para a comunidade cientifica e médica.

Muitos tém sido os estudos, realizados in vitro [5-11] e in vivo [12-16], com o
objectivo de avaliar o comportamento de metais e ligas usadas na concepgao de
implantes. Nos estudos in vivo, células sanguineas, soro e urina, sao utilizados
como indicadores de facil acesso da libertagdo e transporte de iGes metélicos. Um
outro método de avaliagdo desta mesma libertagao, consiste na analise de tecidos
retirados da zona em contacto com o implante. Resultados experimentais in vivo,
revelaram a presenca de elementos metalicos nestes tecidos, devida quer a
fenémenos de desgaste, quer a ocorréncia de processos activos de dissolugdo
superficial [17]. Em termos clinicos, verifica-se que muitos pacientes apresentam
sensibilidade aos metais constituintes das préteses, com a consequente ocorréncia
de respostas inflamatérias agudas e, por vezes, a formagao de células gigantes de
corpo estranho. Estes factos provocam um efeito adverso no comportamento do
implante com o aparecimento de dor, inchaco, necrose dos tecidos e, em alguns



casos, desprendimento do mesmo [18]. Os i6es metdlicos libertados de materiais
usados em implantologia, podem ainda afectar as fungbes imunolégicas. Bravo e
colaboradores [19], mostraram, em estudos realizados in vitro , que o estimulo da
proliferagdo dos linfécitos era alterado pela presenca de Co, Ni ou Fe no meio.

Na tabela 1 sio apresentados valores de concentragao de elementos metalicos
libertados de préteses ortopédicas, em tecidos envolvendo implantes. Na tabela 2,
estdo representadas as concentragdes de alguns elementos metalicos no plasma,
sangue e soro humano [21]. '

Tabelal- Niveis de metais (ppm) em tecidos adjacentes a implantes (l.d.-limite de detecgdo).
Material de implante Ti Fe Co Cr Ni
Ti [12] 2000
[20] <ld
73000
316 L [20] 300- <ld <l1d
20000 -10000 1400

Co-Cr-Mo [20] 90- <ld <1ld <1d
. 3650 2200 10200 1500

Tabela 2 - Concentragio (ppm) de alguns elementos metalicos no sangue, plasma e soro

humano (adaptada de referéncia 21).

Elemento Sangue Plasma Soro

Al 0,39 032 0,23

Fe 447 11 1,09

Cr 0,006 - 0,11 0,026 - 0,16 0,002 - 0,02
Ni 0,01 - 0,05 0,054 0,003

Co 0,0002 - 0,04 0,00007 - 0,012 0,0002-0,062
Mo 0,001 0,013 0,006

Ti 0,054 0,01-0,11 0,09

v <0,00002 0,056 0,000066

A questdo da toxicidade in vivo dos implantes cirdrgicos constitui, no
entanto, um assunto de dificil abordagem, dado que as respostas toxicas nem
sempre ocorrem na zona de implantagdo, mas sim em orgaos de eliminagdo ou
acumulacdo dos elementos considerados nefastos, como os pulmées ou o figado.
Por exemplo, Woodman e colaboradores [22] observaram a existéncia de elevados
niveis de titdnio nos pulmdes, bago, e figado, bem como a presenga de nodos
linfaticos, em animais com implantes de titanio. Os mesmos autores verificaram,
também, um aumento substancial e progressivo da quantidade de aluminio nos



pulmdes e nodos linfaticos de macacos com implantes porosos de liga de titanio.

1.1.3. Os ceramicos de fosfato de calcio

O recente progresso na ciéncia ceramica resultou no desenvolvimento de
uma ampla escolha de materiais com propriedades quimicas, fisicas e mecanicas
que os tornam adequados para implantagdes de longo prazo em organismos
vivos. S30 exemplo destes materiais os ceramicos de fosfatos de célcio, cujo
potencial osteogénico foi reportado ao inicio dos anos vinte, mas que somente nos
anos sessenta comecaram a ser extensivamente investigados para aplicagoes
ortopédicas e dentdrias [23]. O interesse na sua utilizacdo resulta da perfeita
biocompatibilidade e bioactividade que apresentam, da possibilidade de
biodegradagio [24] e da sua semelhanca em composicéo com a apatite biolégica,
se bem que o mineral 6sseo apresente uma composigao mais complexa, pois, para
além de ides calcio e fosfato, contém ainda ides hidrogenofosfato, carbonato,.
magnésio, sédio, e numerosos elementos vestigiais [25]. Nas interfaces dos
implantes de fosfato de calcio, o osso encontra-se geralmente ligado directamente
a superficie do implante, sem que se verifique a intervencao de uma camada de
tecido fibroso [3].

Os ceramicos de fosfato de célcio podem ser produzidos com propriedades
préximas das dos tecidos duros, por exemplo: tensoes compressivas da ordem dos
5000 kg/cm?2 (esmalte 3500 kg/cm?), e macroporosidades com valores variando de
aproximadamente zero (esmalte) até mais de 50% (osso esponjoso) [26]. Nao é&,
portanto, surpreendente que estes materiais possam ser utilizados para substituir
a maior parte dos tecidos duros.

Outras caracteristicas vantajosas que apresentam incluem (23]:

componentes quimicos normais para 0s ambientes biologicos;
- oportunidade de ligagao a tecidos duros e moles;
- condugdo minima de calor;

- introducdo de uma barreira fisica e quimica quando usados como

revestimento;

- propriedades mecanicas de elasticidade relativamente semelhantes as do

0SSO,



- controlo das velocidades de degradagdo in vivo através das propriedades
do material;

- oportunidade de adicionar biomoléculas as superficies e influenciar as
respostas dos tecidos.

No entanto, nio se podem esquecer as suas possiveis limitagoes [27]:

- baixa resisténcia mecanica a fadiga e a fractura para algumas formas

estruturais;
- biodegradagdo sob condigdes bioldgicas e materiais adversas;

- susceptibilidade a alguns procedimentos de esterilizagdo e

manuseamento;
- baixa adesdo substrato-revestimento.

A escolha do tipo e forma de material, oferece uma vasta variedade de
composigdes de implante e configuragoes de acordo com aplicagdes clinicas
especificas [28]:

1) Materiais para substituigao:

i) Enchimento - aplicagdes em que nao se espera que O material de
enxerto possua uma fungdo mecanica inicial;

ii) Substituicdo - aplicagbes em que se exige ao material uma fungao

mecanica;
2) Materiais de fixagdo de fracturas;
3) Revestimentos para fixagao;

4) Implantes administradores de medicamentos - aplicagdes em que O
implante liberta localmente substéncias activas.

Na tabela 3 estdo referidos os principais fosfatos de calcio. Estes materiais sao
essencialmente caracterizados pela sua razao atémica Ca/P, sendo a sua
actividade metabdélica tanto maior quanto menor for esta razdo [23]. Os fosfatos de
calcio de relacio Ca/P mais reduzida (OCP, DCPD), sdo muito soltiveis e a sua
biodegradibilidade é mais rapida que a formagao de um novo tecido duro [24].
Consequentemente, ndo sdo usados para preparagao de biomateriais. O seu



interesse podera resultar do facto de serem considerados como promotores da
calcificacdo. O fosfato tetracdlcico monoéxido (Ca/P=2) néo foi experimentado in
vivo provavelmente devido as dificuldades de sintese, realizada a 1400°C sob
vazio [24, 29]. Os fosfatos de calcio mencionados na tabela 3, constituem
composi¢des limite; com efeito, existe um vasto dominio de composigdes nao
estequiométricas, em particular entre OCP e HAp [24].

Tabela3- Composigio de diferentes fosfatos de calcio e respectivos produtos de solubilidade a

37°C [23, 24]).

Nome da Fase Férmula Quimica Ca/P Produto de
| Solubilidade
Brushite (DCPD) CaHPO4 .2H,0 1,00 1,87x10-3
Fosfato octacilcico (OCP) Cag Hp (PO4)e -.5H20 1,33 5,01x10-15
Fosfato tricalcico B (B-TCP) Ca3 (POg) 1,50 2,83x10-30
Hidroxiapatite (HAp) Cayp (PO4)6 (OH)2 167  2,35x109
Fosfato tetracalcico monéxido Cag (PO4)2 O 2,00 -
(TCPM)

Em geral, os ceramicos de fosfato de cdlcio incluem particulas monoliticas,
sistemas de fase tinica porosos e s6lidos, como a HAp ou o fosfato tricalcico (TCP),
misturas de fases de HAp e TCP e compostos semelhantes, com uma variedade de
componentes secundédrios como fluoreto, e catides manganés, magnésio e
carbonato [23].

Existem dois biomateriais de fosfato de célcio correntemente comercializados
e extensivamente estudados:

- HAp - > Ca19(PO4)s(OH)2
- Fosfato tricdlcico --> P -Ca3z (POy)2

O seu comportamento in vivo depende da sua estrutura, textura e

composigao [30].

No estudo da biodegradagdo dos fosfatos de calcio importa primeiramente
proceder a uma caracterizagio apropriada do material por forma a se saber se se
trata de HAp pura, fosfato triclcico §, ou um bifasico (BCP), ou seja, uma mistura
de B-TCP e HAp [31], dado que alguns biomateriais de fosfato de célcio sdo
misturas intencionais ou acidentais de HAp e fosfato tricdlcico, apresentando uma
composigio quimica caracterizada por uma razao Ca/P entre 10:6 (1,67) e 3:2 (1,5)



[32].

Nio existem fosfatos de cdlcio completamente insoluveis e, portanto, o
conceito de bioreabsorcdo é relativo. No entanto, é vulgar considerar-se a HAp
como sendo um material de superficie reactiva ndo reabsorvivel e o fosfato
tricalcico um material bioreabsorvivel [33].

O B-TCP nio tem equivalente no sistema 6sseo ou dentario normal, sendo
observado unicamente em certas mineralizagdes patolégicas (por exemplo,
calculos dentarios ou salivéarios) [24]. Este material deve a sua eficacia ao tipo,
velocidade e extensdo de reac¢do com o ambiente em que se insere.

A vantagem da utilizagdo de uma prétese de material reabsorvivel resulta do
facto de esta ser substituida por osso normal, eliminando, portanto, quaisquer
problemas funcionais ou de biocompatibilidade a longo prazo. A sua maior
desvantagem, no entanto, é que, durante o processo de remodelagéo, a capacidade
de a proétese suster carga é significativamente diminuida, podendo resultar em
colapso mecanico [2]. Isto restringe a utilizagdo de biomateriais totalmente
reabsorviveis a implantes em que as solicitagdes mecanicas sdo reduzidas.

Devido também ao facto de grandes quantidades de material poderem ser
substituidas, € necessario que o biomaterial consista unicamente de substancias
metabolicamente aceitiveis, o que impde limitagdes considerdveis na concepgao
deste tipo de implantes [34]. Como resultado da sua degradagao pode verificar-se
a libertacio de contaminantes, caso o0 ceramico nao seja puro, provocando o
aparecimento de respostas inflamatérias [31]. Os fosfatos de clcio porosos sdo, até
ao momento, 0s tinicos materiais com sucesso na substitui¢do de tecidos duros
reabsorviveis [30].

Para efeitos préticos, a HAp sintética é quimica e cristalograficamente
semelhante a que ocorre naturalmente no osso [35]. Como seria de esperar, é um
material extremamente compativel. In vivo, a HAp densa fica recoberta com um
fosfato de calcio hidratado em que a razio Ca/P cresce com o tempo [36], o que
favorece a resposta Ossea.

Os niveis de libertacdo de ides calcio e fosfato de materiais reabsorviveis e
pouco degradaveis, tém sido avaliados por diferentes métodos, tais como a sua
determinacio no soro e urina, e em diferentes modelos animais, sem que se
tenham obtido quaisquer resultados anémalos [36]. Para além disso, nédo se
verificaram reacgdes particulares ou patolégicas em estudos histolégicos
detalhados, nomeadamente do figado, do que se pode concluir que os ides calcio e
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fosfato resultantes da dissolucio destes cerdmicos sio integrados no sistema
regulador usual do organismo e depositados ou removidos pelas vias normais
[36].

A biodegradagio ou bioreabsorgdo do material de implante é caracterizada
por alteragdes nas suas propriedades fisico-quimicas apos implantagao, podendo
ser considerada como uma combinagio dos seguintes processos [31]:

1) Fisicos - abrasdo, fractura e desintegragao;

2) Quimicos - dissolucdo, aumento da concentragao local de calcio e fésforo
conduzindo a formacio de fases de superficie: fosfato de cdlcio amorfo
(ACP), fosfato dicalcico dihidratado (DCPD), fosfato octacalcico (OCP), e
HAp impura semelhante a apatite 0ssea;

3) Bioldgicos - redugdo do pH provocada por actividades celulares e
fagocitirias, com o consequente aumento da velocidade de
biodegradagio devido a dissolugio do implante cerdmico de fosfato de
calcio (o encapsulamento tenderd a diminuiur a extensao da
biodegradagao).

Com os ceramicos de HAp verifica-se que a desintegragédo raramente tem
lugar e, portanto, a biodegradagao estd limitada & dissolugao fisico-quimica [37].
Van Blitterswijk e colaboradores [38] verificaram que nos primeiros meses ap0s
implantagdo, a perda em espessura da HAp é de alguns micra. Em meses
subsequentes aumenta para cerca de 15 micra e ap6s um ano nao se verifica mais
dissolugio. A degradagdo da HAp sera, portanto, relevante para implantes
porosos com uma elevada relagio 4rea de superficie/volume. Isto significa que
para implantes de grande dimenséo, a degradagdo nao sera visivel, mas que
implantes macroporosos muito pequenos, com grandes fracgoes de volume
ocupadas por poros, serdo significativamente reduzidos em volume no periodo de
um ano [37].

A degragio dos ceramicos de fosfato de calcio comegca pela dissolugao das
suas juntas de grao [39, 40]. Os cristais assim separados do ceramico podem ser
fagocitados. Os graos de B-TCP sao solubilizados nas células (bioreabsorgao),
enquanto que os grdos de HAp, mais insoltveis, sdo transportados para os
ganglios linfaticos e, ao longo do seu percurso, sdo muito fracamente dissolvidos
pelas células [40].

£ actualmente aceite que a HAp densa é praticamente inerte [33] e ndo sera



reabsorvida por actividade celular a menos que o pH desca abaixo de 6 [27].

1.1.4. A estrutura da hidroxiapatite

A hidroxiapatite possui uma estrutura cristalina do tipo hexagonal,
pertencendo ao grupo espacial P63/m, sendo os respectivos parametros de rede:
ap= by = 9418A e ¢y = 6,884A [41, 42]. No entanto, a hidroxiapatite se for pura e
livre de lacunas pode ocorrer numa forma muito semelhante a monoclinica
pseudohexagonal com um grupo espacial P2; /b.

O nome "apatites” é dado a um grupo de sélidos caracterizados pela férmula
quimica Mjg?*.(XO4)6>.Z>%, em que se inclui a hidroxiapatite. Estes compostos sao
frequentemente ndo estequiométricos; uma mole de apatite pode conter menos de
10 moles de ides metdlicos nas posigoes M2+, e menos de 2 moles de aniGes nas

posi¢des Z2. No entanto, o nimero de moles de anides nas posigdes (XO4)> é

constante e igual a 6 [41, 43].

A rede cristalina das apatites oferece multiplas possibilidades de substituicao
que deixam invaridvel a sua estrutura cristalografica [41, 43, 44]. Este facto
permite entender a complexidade das apatites, incluindo as de origem bioldgica.
Com efeito, as diferentes apatites derivam da hidroxiapatite por substituigéo total
ou parcial de catides. Assim, os catiGes Ca? podem ser parcialmente ou
totalmente substituidos por outros catides, nomeadamente Sr2*, Ba2*, Pb2+, Mg?+,
ou mesmo Na+, La3+, Al3*. Por sua vez, os anides PO43- podem ser substituidos
por outros trivalentes, AsQ,3-, VO43 mas também por aniGes bivalentes, SO,47,
CO32, HPO42, ou tetravalentes, SiO4%. Os anides monovalentes OH- podem ser
substituidos pelos ides F-, Cl, Br”, ou mesmo por ides bivalentes 02, $2-, CO32-.
Uma outra propriedade importante das apatites é a possibilidade de admitirem
lacunas. Estas nio existem nunca nos locais PO43-, restringindo-se aos locais
catiénicos Ca2+ ou aniénicos OH-. A presen¢a de lacunas e de substituigoes
catiénicas ou ani6nicas, conduz a modificagdes importantes nos equilibrios de
cargas locais, nas simetrias locais e a distorcoes sensiveis da malha [45].

As apatites constituem estruturas particularmente estaveis, podendo tolerar
variagdes de composi¢ao consideraveis. Com efeito, a sua razdo atémica Ca/P
pode variar entre a da hidroxiapatite (Ca/P = 1,67) e a do fosfato octacalcico
(Ca/P=1,33) [41].



1.1.5. A hidroxiapatite usada como revestimento

Nos tltimos anos, tem existido um interesse consideravel na utilizacdo de
materiais bioceramicos como revestimento de outros materiais de implante,
nomeadamente metais e ligas metélicas, tanto da parte dos investigadores como
dos clinicos [23, 46].

Os materiais usados para revestimento, como HAp, fosfato tricalcico e
biovidros, exibem osteocondugdo [46] e tém um comportamento bioactivo bem
documentado. No entanto, como possuem propriedades mecanicas limitadas,
especialmente resisténcia a fractura e susceptibilidade & corrosdo sob tensao [47], a
sua utilizacio ndo é adequada em aplicagdes de sustentacio de carga [46]. A
fragilidade que apresentam quando submetidos a esforgos de tracgdo, torna-os
mecanicamente inferiores ao 0sso e metais, sendo as suas caracteristicas
adequadas a solicitagbes essencialmente compressivas. A utilizagio ideal destes
materiais como implantes é sob a forma de um fino revestimento sobre um
material de substrato mais resistente [46, 48]. Consegue-se assim combinar as boas
propriedades de ligagao ao osso do revestimento, com as propriedades mecanicas
do substrato [39], e promover simultaneamente interaccdes biomecanicas e
bioquimicas [28] no organismo.

Inicialmente, as préteses ortopédicas eram implantadas no corpo humano
usando para sua fixagdo um cimento 6sseo (polimetilmetacrilato) [49]. No entanto,
4 utilizacdo de cimentos Osseos estao associados varios problemas,
nomeadamente: libertacio de calor durante a sua polimerizacao, podendo
conduzir a destruicio das células adjacentes e reabsorcao do osso, libertagao de
mondmeros toxicos que ndo reagiram, e degradagio, provocando colapso dos
implantes quando em servigo [50]. Com o desenvolvimento, no inicio dos anos
setenta, das técnicas de revestimento por projecgdo por plasma, a necessidade de
utilizagdo de cimento ésseo para implantagdo pode ser eliminada em muitas
aplicagoes [49].

A projecgdo por plasma é a técnica mais usada para produzir revestimentos
com utilizacdo em aplicagdes clinicas, apresentando uma série de vantagens de
que advém o seu sucesso, nomeadamente em termos econémicos, dada a rapidez
do método [51]. Neste processo sao utilizadas temperaturas superiores a 10000°K,
conseguidas através de uma tocha de plasma [52]. As particulas pulverizadas de
hidroxiapatite (50-100 pm) sao injectadas no jacto de plasma e impelidas contra
um substrato [50], atingindo velocidades de cerca de 400 m/s [53]. O revestimento

.

é obtido pelo impacto de cada particula fundida sobre o substrato e
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posteriormente sobre o revestimento ja formado e, portanto, a adesao sera a
partida controlada por factores mecanicos.

O facto de ndo ser necessario aquecer o material do substrato até a
temperatura de sinterizagdo do pé cerdmico constitui uma outra vantagem do
método [48]. A temperatura que o substrato atinge ¢ relativamente baixa (<200°C)
[51], devido ao rapido arrefecimento das particulas de ceramico individuais [23].
Desta forma, as propriedades mecanicas do substrato metalico ndo sao postas em
causa, dado que a degradacdo derivada da oxidagdo ou crescimento de grao é
minimizada [51]. No entanto, devido a necessidade de temperaturas
extremamente elevadas para amolecer as particulas de cerdmico e as grandes
velocidades de arrefecimento envolvidas no processo, podem ocorrer alteragdes
de fase no revestimento, e este deixar de ser composto unicamente por HAp e
incluir outras fases, nomeadamente $-TCP, bem como fosfato de calcio amorfo
[23]. Uma outra consequéncia da utilizagdo de temperaturas elevadas consiste na
alteracdo da composicao do pé por volatilizagdo de um ou mais componentes [46].
A projecgdo por plasma pode ainda alterar a cristalinidade do material de
revestimento. Uma vez que a velocidade de degradagdo por dissolugdo no
organismo parece ser favorecida pela presenca de fase amorfa, é de extrema
importancia a avaliagdo da cristalinidade do revestimento.

Na projecgdo por plasma, é possivel o controlo robdtico da manipulagio da
pistola, o que contribui para obter reprodutibilidade do revestimento, um aspecto
vital em aplicagdes clinicas [51]. O processo permite ainda variagdes nos
parametros de projecgdo por forma a controlar a composigéo e microestrutura do
revestimento [51]. A porosidade deste depende das condigGes de projecgao e do
material a ser projectado e pode variar entre 3-20% [53]. A espessura dos
revestimentos de apatite em substratos metalicos varia de 30 pm a algumas
centenas de pm, devendo corresponder a uma situagio de compromisso, isto é, os
revestimentos deverdo ser tio finos quanto possivel por forma a que as
propriedades mecénicas do material do substrato predominem, mas
suficientemente espessos para resistirem a dissolugdo e efeitos ambientais quando
em servico [46].

1.1.6. Implicagdes da utilizagao de implantes revestidos

- Os revestimentos cerdmicos de fosfato de célcio constituem uma alternativa
para a fixagdo de implantes de longo prazo, uma vez que, devido a presenga na
sua superficie de fosfatos de cdlcio soluveis, sao capazes de interagir com 0 0ssO
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circundante [52]. Apds inser¢dao no organismo, 0s implantes porosos revestidos
sdo firmemente ligados ao osso por crescimento das células para o interior dos
poros do revestimento [49]. Em particular, a utilizagdo de HAp é promissora, dado
possuir, como ja foi referido, uma estrutura quimica e cristalograficamente
semelhante 2 da HAp do osso natural, o que eliminara efectivamente problemas
de biocompatibilidade [52].

Estudos publicados mostram ocorrer diversos efeitos benéficos resultantes
da utilizacdo de implantes metalicos revestidos com HAp e outros ceramicos de
fosfato de célcio, nomeadamente [23]:

reducdo do tempo de recuperagao;

mais rapida adaptacdo do implante ao tecido circundante;

ligagdo do implante ao osso mais firme;

reducio da libertagdo de iGes metélicos.

Existem, no entanto, na literatura, resultados bastante varidveis quanto a
resisténcia da ligacio, composigdo de fase, solubilidade e comportamento in vivo
dos revestimentos de fosfato de célcio, o que constitui um indicio de diferencas
significativas, quer na composigdo dos revestimentos, quer nos processos de
revestimento, design dos implantes e seu posicionamento, bem como nos proprios
métodos de teste usados para estes materiais [23].

O funcionamento, com sucesso, de um implante revestido com um ceramico,
depende das caracteristicas do material do substrato, da integridade do
revestimento, e da resisténcia da ligagao substrato/revestimento, que deve ser
suficiente para garantir que o colapso interfacial nao ocorra durante o tempo de
vida do implante [46, 48].

Os materiais correntemente usados como substratos tém propriedades
microestruturais e mecanicas bem caracterizadas. Para além das alteracOes na
estrutura e composi¢io de cada constituinte, o método de revestimento pode
ainda criar uma interface com propriedades distintas dos mesmos [47]."

Caracteristicas como a estabilidade, a imobilidade e o comportamento a
longo prazo de implantes ndo cimentados, estdo directamente dependentes da
coesividade e da resisténcia da ligagdo revestimento/substrato [49]. E necesséria
uma interface bem ligada para permitir a transmissao adequada de tensdes do
tecido circundante para o material do substrato mais resistente, por forma a
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garantir a auséncia de concentragdo das mesmas no revestimento e na regiao
interfacial [46]. Idealmente, esta regido deveria ser pelo menos tdo resistente
quanto o préprio revestimento [46]. A baixa adesdo dos revestimentos obtidos por
projeccdo por plasma constitui um motivo de preocupagao [51]. A adesdo dos
revestimentos ao substrato é considerada como sendo dominada por ligacao
mecénica as irregularidades da superficie [51, 54], mais do que por ligagao
quimica entre o substrato e o revestimento, uma consequéncia das baixas
temperaturas do substrato associadas & projecgao por plasma [51]. No entanto, a
ligacdo HAp-Ti tem sido usada para explicar a relativamente mais elevada adesao
que se verifica entre a HAp e substratos de Ti e suas ligas [24, 25, 37, 47].

Um outro aspecto critico para a estabilidade da interface de um material
revestido com HAp, é a influéncia que os ides metalicos resultantes da degradagao
do substrato podem ter nessa mesma interface.

Nio existem na bibliografia informagdes sobre a forma como a HAp se
podera comportar face a libertagao de elementos metalicos, desconhecendo-se se 0
seu comportamento serd unicamente de barreira fisica a passagem desses
elementos, ou se, por outro lado, ocorrerdo fenémenos quimicos conducentes a
estabilizagdo ou degradagdo da mesma.

No entanto, os efeitos dos elementos metalicos na estabilidade da
hidroxiapatite como constituinte mineral 6sseo, tém sido relacionados com varias
situagdes patolégicas. Por exemplo, a acgdo inibidora do catido aluminio sobre a
formacio da hidroxiapatite foi associada a estados de hipocalcémia e
hiperfosfatémia, em doentes submetidos a hemodiélise por periodos prolongados
[55-58]. Resultados in vitro obtidos por Blumenthal e Cosma [59], indicam existir
um efeito inibidor da formagio da apatite pelos catides titdnio e vanadio,
confirmando um estudo anterior de Gerber e Perren [60]. Estes factos levantam a
questdo de a libertagdo de i6es de implantes poder comprometer a mineralizagao
bioldgica na interface dos mesmos.
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1.2. Técnicas Experimentais

Neste subcapitulo, é feita uma introdugio tedrica as técnicas analiticas
usadas no desenvolvimento experimental do tema de dissertagdo. Na tabela 4
encontram-se descritos de forma sucinta os objectivos de utilizagdo de cada
técnica.

Tabela 4 - Técnicas analiticas utilizadas no desenvolvimento experimental do tema de

dissertagéo e objectivos da sua utilizagdo.

Técnica Analitica

Objectivos

Espectrofotometria de absorgao atémica -

atomizagao por chama

Espectrofotometria de UV /visivel

Microscopia electrénica de varrimento -

microanilise por dispersdo de energias

Espectroscopia de Raman e Infravermelho

Espectroscopia fotoelectrénica de raios X
(XPS)

Espectroscopia de massa de ides

secundarios - tempo de vdo (Tof-SIMS)

Andlise termogravimétrica

Difracgao de raios X

Quantificagdo da concentragido de Ca e

outros metais em amostras liquidas

Quantificagio da concentragio de P em

amostras liquidas

Observacdo da superficie de amostras
s6lidas e andlise semi-quantitativa das

mesmas

Identificagio de grupos funcionais e

ligagdes quimicas em amostras solidas

Anélise quimica de amostras sé6lidas

Identificagdo qualitativa de diversos

elementos em amostras sélidas

Medi¢io da variagio de massa de

amostras sélidas em fungdo da

temperatura

Identificagdo de fases cristalinas e detecgao
de alteragdes estruturais em amostras

sélidas
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1.2.1. Espectrofotometria de absorgdo atémica - atomizagdo por chama

A espectrofotometria de absorgdo atémica com atomizagdo por chama, é uma
técnica de andlise espectrofotométrica, baseada na absorcdo de radiagao,
idealmente monocromatica, por espécies atémicas na fase de vapor [61].

A técnica envolve a aspiragdao da solugdo que constitui a amostra, com
nebulizacdo para uma chama de ar/acetileno (temperatura=2300°C), ou de
protéxido de azoto/acetileno (temperatura=2900°C), onde ocorre decomposigao
quimica dos compostos presentes em dtomos livres dos elementos (vapor
atémico), que absorvem radiagdo a comprimentos de onda caracteristicos [62].

Como fonte de radiacdo utiliza-se geralmente uma lampada de catodo oco,
cujo catodo é composto pelo elemento a ser analisado (ou por uma liga do
mesmo), e o anodo por tungsténio. A lampada é preenchida com um gas inerte

(argon, hélio ou neon) sob pressio reduzida. Por aplicagdo de uma voltagem.

adequada aos electrodos, o gas é ionizado positivamente e os i6es produzidos sdo
acelerados em direccio ao citodo, provocando a formagdo de uma nuvem de
atomos do elemento a determinar, em estados electrénicos excitados. Quando os
4tomos regressam ao estado fundamental, emitem radiagao constituida por linhas
de comprimentos de onda caracteristicos. Por meio de um monocromador,
selecciona-se a radiacdo de uma destas linhas (em geral a que corresponde a
passagem do primeiro estado excitado para o fundamental), que se faz incidir
sobre a chama. Parte da radiacdo gerada desta forma, é absorvida pelos dtomos do
elemento a analisar formados na chama. A baixas concentragbes, a absorgao
obedece i lei de Beer-Lambert, sendo a quantidade de energia absorvida
proporcional  concentragdo de dtomos, para uma gama de concentragao limitada:

Absorvincia = log (Io/Ip) x ¢
Io = Intensidade da radiagio incidente emitida pela fonte de luz

It = Intensidade da radiagdo transmitida (ndo absorvida)

¢ = concentragdo da amostra

Medindo a absorvancia da amostra em estudo a um comprimento de onda
caracteristico do elemento a analisar, é possivel, a partir dos resultados obtidos em
medicGes sobre padrdes (calibragio) e por interpolagdo, determinar a concentragao
desse elemento.

Numa analise por absorgdo atémica, embora a ocorréncia de interferéncias
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seja globalmente limitada, estas podem ser de dois tipos: espectrais e quimicas. As
interferéncias influenciam o niimero de dtomos livres no feixe 6ptico capazes de
absorver radiacio. Factores tais como formagao de um precipitado na amostra
antes da sua entrada no nebulizador s3o criticos, bem como as caracteristicas
fisicas das solucdes, como viscosidade, tensdo superficial, densidade, pH e pressao
de vapor, uma vez que todos estes parametros influenciam a nebulizagio [63].
Para a obtencdo de resultados precisos, os padroes e amostras deverdo ser tao
semelhantes quanto possivel, relativamente aos parametros fisicos referidos, o que
exige o maximo de semelhanga das respectivas matrizes. Outras formas de
interferéncia consistem na existéncia ou formagdo de compostos refractarios a
decomposicdo e na ionizagio de dtomos, que implicam um decréscimo da sua

concentragao na chama e, consequentemente, um decréscimo da absorvancia.

1.2.2. Espectrofotometria de UV/ Visivel

A medicio da absorcdo de radiagao ultravioleta e visivel (200-800 nm) por
espécies moleculares em solugao constitui um dos métodos mais usados para
analise quantitativa de elementos e compostos em sistemas quimicos e
bioquimicos, e tem por base as seguintes etapas [64]:

i) A produgdo, por reacgdo quimica com reagentes apropriados, de espécies
moleculares absorventes adequadas em solugdao, em quantidades
relacionaveis com a concentragio da espécie a ser determinada
(desenvolvimento de cor);

ii) A seleccio de um comprimento de onda que permita que sejam feitas
mediges precisas da extensdo da absorgdo pelas espécies absorventes
(em geral, o maximo de uma banda);

iii) A determinacdo da intensidade da radiagdo, que passa através de uma
dada espessura da solugao absorvente (geralmente mantida numa cuvete
de comprimento de percurso conhecido), relativamente a intensidade do
mesmo feixe de radiagdo, quando este passa através de uma célula de
referéncia, contendo o solvente ou uma solugao adequada de branco, ou,
melhor, da correspondente absorvéancia, A=log (In/ It).

A solucio a analisar, devera possuir as seguintes propriedades, requeridas
para uma medigdo espectrométrica adequada:

a) a espécie corada devera ser estdvel durante um tempo suficiente para
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permitir uma medigdo precisa. A instabilidade pode surgir como
resultado de muitos factores, como sejam, oxidagdo pelo ar,
decomposigdo fotoquimica, temperatura, ou até devido as préprias
condicdes da solugdo, como tipo de solvente usado ou pH;

b) ndo deve ocorrer a formagdo de material insoltvel ou coloidal, por
exemplo, por hidrélise lenta ou outro tipo de reacgdo com o solvente.

Tal como na espectrofotometria de absorgao atémica, a absorvancia pode ser
relacionada com a concentracio através da lei Beer-Lambert. A determinagdo da
concentracio em solucio da espécie a analisar faz-se construindo previamente um
grafico de calibragdo de absorvancia versus concentragao, usando, para o efeito,
solugdes padrdo de concentragao conhecida.

1.2.3. Microscopia electrénica de varrimento - microanilise por dispersao de

energias

Em microscopia electrénica de varrimento, produzem-se, por
bombardeamento de uma amostra sélida com um feixe de electrdes, diversas
radiacdes contendo informagdo sobre a composi¢do quimica da amostra
examinada. A andlise local de materiais, com base na caracterizagdo do espectro
de emissdo de raios X, constitui uma das técnicas presentemente mais difundidas
de microanalise.

A microanalise por raios X é um método de andlise quimica que permite
determinar a composigdo elementar de um microvolume de material, sendo
compativel com os modos habituais de observagao em microscopia electrénica e
apresentando elevada sensibilidade, resolugdo e rapidez.

Os sistemas utilizados para a analise dos espectros de emissdo de raios X,
baseiam o seu modo de funcionamento num dos seguintes métodos [65] :

- a determinagéo do espectro de energias dos fotdes emitidos, por medigdo
directa da energia absorvida por um sistema detector que aproveita as
propriedades ionizantes da radiagéo - métodos de dispersdo de energia (EDS);

- a determinacdo do espectro de comprimentos de onda utilizando as
propriedades ondulatérias dos raios X - métodos de dispersao de comprimentos
de onda (WDS).

Os métodos de dispersio de energia sdo particularmente adequados a
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integragio com os microscépios electrénicos, em que interessa associar a
microanalise & observacio com alta resolugio de amostras com morfologia
complexa. Por comparagdo da intensidade das riscas espectrais caracteristicas
(subtraido o fundo continuo) de uma amostra, com a respectiva intensidade média
nas mesmas condicdes instrumentais, para amostras de elementos puros (ou de
composi¢dao bem conhecida), é possivel determinar, com elevado grau de
aproximagao, a composigao elementar da amostra.

O quociente intensidade de emissdao da amostra/ intensidade do padrao ¢
apenas um valor aproximado da concentragdo do elemento em causa, cuja
precisdo depende da composigao global da amostra. E, no entanto, possivel fazer a
correccio deste valor, com base em modelos de base tedrica e experimental para o
processo de interacgdo do feixe de electrdes e geragao de raios X. Estes modelos
tém em atencio o efeito da variagdo do nimero atémico (Z) nas condigdes de
excitacdo e os efeitos de absor¢do de raios X (A) e fluorescéncia (F), no padrado e na
amostra em estudo. Pressupde-se que as condi¢des instrumentais de excitagdo e
medi¢do se mantém constantes, 0 que requer que a superficie da amostra (e
padrio) seja polida, por forma a que a sua orientagao seja conhecida.

O calculo dos factores de correccio considerando os fendmenos descritos
pode ser realizado segundo diversos modelos, sendo o método ZAF dos mais
usados. Neste método, os factores de correcgdo anteriormente referidos, sao
calculados para obter um factor de correcgéo final -ZAF-, através de um processo

iterativo.

Um método mais recente -PROZA-, integra o calculo da influéncia das
condicdes de excitagdo e absorgdo de raios X caracteristicos e permite a obtengao
de resultados mais precisos, em particular nos casos em que a correcgao necessaria
é mais significativa, isto é, para a analise de elementos leves [65].

Estes métodos de correccdo requerem a andlise simultdnea de todos os
elementos que constituem a regido em estudo, isto é, a andlise a 100%.

1.2.4. Espectroscopia de Raman e Infravermelho

A espectroscopia de Raman é um método importante para a elucidagdo da
estrutura molecular de diferentes substancias, por permitir a caracterizagao de
grupos funcionais ou ligagdes quimicas em moléculas [66].
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Fig. 1- Diagrama de energia representativo do efeito de Raman.

Qualitativamente, o efeito de Raman pode ser explicado da seguinte forma
(figura 1) [66]: quando radiagao monocromadtica de frequéncia adequada Vo, incide
numa substincia e é absorvida, a energia das moléculas que absorvem radiagao é
aumentada de uma quantidade hVvo. Quando uma molécula relaxa, e volta
elasticamente ao estado inicial, a radiacdo emitida tem a mesma frequéncia Vo da
radiacdo incidente (difusdo de Rayleigh). No entanto, pode acontecer que a
molécula volte inelasticamente a um nivel diferente do estado original e,
consequentemente, a frequéncia VR da radiacio emitida serd diferente da
incidente (difusio de Raman). Em particular, se a molécula fica num nivel
energético superior ao original, a frequéncia VR da luz emitida sera inferior a Yo
(banda de Stokes). Se a molécula se encontra inicialmente num estado excitado,
pode regressar a um nivel inferior ao estado inicial. Neste caso a frequéncia YR da
radiacdo emitida serd superior a Vo (banda anti-Stokes). Ou seja, na difusao de
Raman, a frequéncia VR da radiacgio difusa sera: VR =Vo * AV, em que AV depende
da separagdo dos niveis moleculares de energia, constituindo, portanto, uma
caracteristica da molécula. Consequentemente, as bandas de Stokes e anti-Stokes,
posicionam-se simétricamente relativamente a ‘/o/ a frequéncia da radiacdo
incidente, dado referirem-se 4 mesma diferenga de energia AE. Uma banda de
Raman serd, portanto, caracterizada nao sé pela sua frequéncia absoluta mas
também por AY, que representa a diferenca de frequéncia entre a radiagao difusa e
a incidente. |

A espectroscopia de Raman constitui uma ferramenta importante para a
avaliacio de biomateriais e um método bastante adequado para estudos em
campos biolégicos e biomédicos. Quando comparada com a espectroscopia de
infravermelho, apresenta algumas vantagens. A sua particular utilidade deriva da
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simplicidade da preparagdo das amostras e do elevado grau de resolugao espacial
conseguido com a utilizagao de radiagao laser focada, o que facilita o estudo de
materiais heterégeneos [67]. A técnica pode ser aplicada directamente a amostras
gasosas, liquidas e s6lidas (cristalinas e amorfas), de qualquer tamanho e forma, e
dado tratar-se de uma técnica nio invasiva, pode ser usada para monitorizar um
biomaterial a um nivel molecular, antes e apés implantagio [66]. Se bem que os
espectros de Raman estejam relacionados com os espectros de absorgao de infra-
vermelho, as regras de selecgdo que governam as transigoes permitidas para cada
um dos dois fenémenos sdo diferentes e as técnicas devem ser consideradas
complementares em vez de alternativas. Por exemplo, as vibragdes activas na
difusdo por Raman podem ser inactivas para absorgao no infra-vermelho e vice-
versa [68].

1.2.5. Andlise de Superficies

1.2.5.1. Espectroscopia fotoelectrénica de raios X (XPS)

A espectroscopia fotoelectronica de raios X (XPS), também conhecida como
espectroscopia electrénica para analise quimica (ESCA), é baseada no efeito
fotoeléctrico e é uma das técnicas analiticas de superficie mais usadas, permitindo
obter informacao sobre a composigao quimica {69, 70].

Para uma andlise XPS, a amostra é colocada num ambiente de ultra vacuo (<
10-6 Pa) e irradiada com uma fonte de raios X monocromatica de baixa energia,
que provoca a emissdo de fotoelectrdes das orbitais atémicas dos elementos
presentes na superficie. Estes electrdes possuem uma energia caracteristica do
elemento e da orbital de que sio emitidos. Com a utilizagdo desta técnica €
possivel ndo s6 identificar os elementos presentes na superficie da amostra mas
também determinar a forma como eles ocorrem quimicamente [69, 71]. Por
contagem do niimero de electrdes detectado em cada nivel de energia, é gerado
um espectro de picos correspondente aos elementos na superficie. A area sob cada
pico é uma medida da quantidade relativa de cada elemento presente, enquanto
que a forma e a posigao dos picos reflecte 0 ambiente quimico de cada elemento.

A XPS é uma técnica de anélise de superficie, uma vez que s6 os electroes
que deixam a superficie sem perda de energia contribuirdo para o pico de cada
elemento. Os electrdes originarios de zonas mais profundas (> 10nm) ou nao sao
capazes de abandonar a superficie, devido a perdas de energia provocadas por
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colisdes, ou escapam desta com consideravel perda de energia.

A qualidade de informagao fornecida pelo método XPS, combinada com a
sua capacidade de gerar dados bem correlacionados com as interacgdes biolégicas
observadas, tornam esta técnica uma das mais valiosas, na anélise de superficies,
para o estudo de biomateriais [70].

Os tipos de informagdo que podem ser obtidos por utilizagdo desta técnica
sdo os seguintes [71]:

- identificacio de todos os elementos presentes na superficie, com excepgao
do hidrogénio e hélio, em concentragdes superiores a 0,1 da % atémica;

- determinagéo da concentragao aproximada dos referidos elementos (£ 10%);
- profundidade média de informagéo da ordem de 10-250 A;
- resolugao espacial de 8-150 pm;

- capacidade de determinar, através do desvio quimico, o ambiente quimico
(estado de ligagdo) da maior parte dos elementos.

Devido ao grande desenvolvimento que se tem verificado na instrumentacao
e analise de dados, esta técnica tem conseguido um considerédvel aumento na sua
capacidade de obtengdo de informagao ttil.

Actualmente permite analisar dreas muito pequenas (100 pm em diametro),
dado a instrumentagdo permitir obter imagens elementares resolvidas
espacialmente [72]. Para além disso, tém sido feitos estudos por forma a aumentar
a capacidade de obter informagao quimica desde a camada mais superficial de
uma amostra até ao seu interior, isto é, a obtengado de perfis em profundidade [72].
Estes desenvolvimentos estdo intimamente relacionados com o desenvolvimento
de novas fontes de raios X e de técnicas de andlise de dados.

1.2.5.2. Espectroscopia de massa de iGes secundarios (SIMS)

A espectroscopia de massa de ides secundarios (SIMS), baseia-se no facto de
que, quando uma superficie sélida é bombardeada com ides de energia
suficientemente elevada, emite néo sé fotdes, electrdes e particulas neutras, mas
também ides secundarios, carregados positiva e negativamente, que originam
espectros de massa, caracteristicos da composigao quimica da superficie emissora
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[73].

A amostra a ser examinada é bombardeada com um feixe de ides (por
exemplo, Ar+, Cs*, N2+ ou O%) com uma energia na gama de 1-20 KeV [69]. Os
ides de bombardeamento ou ides primarios, penetram no material, transferindo a
sua energia cinética para a rede de dtomos. Uma fracgéo desta energia atinge a
superficie da amostra e provoca a emissdo de 4tomos ou grupos de atomos.
Alguns destes fragmentos sdo ionizados e a andlise do material emitido, com um
espectrémetro de massa, permite obter espectros de intensidade de sinal
(proporcional a concentragio de cada espécie) em func¢do da razdo massa/carga
dos componentes catidénicos ou anionicos [71, 72].

O grau de ionizagio determina a sensibilidade da técnica para uma dada
espécie e é fortemente dependente da natureza da mesma e do "ambiente
quimico” da superficie.

Dependendo das condigdes de operagdo, a espectroscopia de massa de ides

secund4rios pode ser classificada em:

- SIMS estética - cujo objectivo é estudar a composigao de superficie no
regime de monocamada e em que sdo utilizadas baixas energias de feixe
de ides primérios, bem como baixas densidades de corrente;

- SIMS dindmica - em que se pretende caracterizar peliculas finas e
camadas de superficie até varios pm de profundidade e as densidades de
corrente utilizadas sio mais elevadas.

A técnica de SIMS permite a identificagio qualitativa de todos os elementos
da superficie, incluindo o hidrogénio, e possibilita a distin¢do entre is6topos do
mesmo elemento. Fornece, ainda, informagao sobre a estrutura de compostos
moleculares presentes na superficie da amostra [74].

O método possui uma sensibilidade de detecgdo ao nivel das partes por
milhao, com um volume minimo de amostra (0,2 - 0,5 nm de profundidade). Para
além da informacdo sobre a composigdo, em profundidade de cerca de duas
monocamadas atémicas, a SIMS permite obter informagao espacial resolvida a
duas dimensdes, como sejam imagens de ides adsorvidos, varrimentos de linhas
elementares e imagens de constituintes superficiais [68].

Em particular a Tof (tempo de v60) -SIMS, dado o tipo de analisadores de
massa que utiliza, permite uma maior resolugao, sensibilidade e maior gama de

valores massicos analisados.
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1.2.6. Andlise Termogravimétrica

A analise térmica inclui um grupo de técnicas nas quais sdo medidas
propriedades fisicas especificas dos materiais, em fungdo da temperatura. Em
particular, na termogravimetria (TG) ou andlise termogravimétrica (ATG),
medem-se variacdes de massa associadas com reacgdes ou transigoes de fase
induzidas termicamente. Este tipo de andlise térmica permite registar
directamente a perda de massa da amostra em fungdo da temperatura ou tempo
(quando se opera sob condigdes isotérmicas), para transicbes que envolvem
desidratacdo ou decomposigdo. Os resultados obtidos através de uma andlise
termogravimétrica, sdo, portanto, {iteis na caracterizacdo de materiais, bem como
na investigagio da termodinamica e cinética das reacgées e transi¢Ges resultantes
do aquecimento de materiais.

As curvas termogravimétricas sdo caracteristicas de um dado composto ou
material, devido a sequéncia tinica de transigdes fisicas e reacgdes quimicas que
ocorrem em gamas de temperatura definidas [68]. As velocidades destes processos
induzidos termicamente sio geralmente fun¢do da estrutura molecular. As
variacdes de massa resultam de ligagGes fisicas e quimicas que se quebram e
formam, a temperaturas elevadas, com perdas de substéncias volateis.

As amostras sio colocadas numa mufla, no prato de uma balanca de
deflexdo. Esta balanca estd equipada com um dispositivo que detecta qualquer
desvio do seu travessio e aplica uma forga compensadora que € proporcional a
variagdo de massa, refazendo desta forma novamente o zero da balanga. Esta forga
é entio registada quer directamente, quer através de um transdutor. O sistema
registador deve permitir o registo continuo tanto da temperatura como da massa,
bem como o registo periédico do tempo, permitindo assim que sejam assinaladas
todas as particularidades do termograma. O sistema de controlo do forno permite
quer a programacao linear de aquecimento, quer a manutengdo de uma
temperatura fixa. Esse controlo realiza-se, em geral, através da utilizagdo de um
termopar colocado tdo préximo quanto possivel do enrolamento da mufla. Um
estabilizador da corrente que alimenta a mufla evita possiveis variagdes acidentais
da temperatura.

A termogravimetria, tal como qualquer outro tipo de analise térmica, é
afectada pelas condigoes experimentais, bem como pelas caracteristicas da
amostra, nomeadamente, tamanho das particulas, densidade de empacotamento,
quantidade de amostra, condutividade térmica do material e sua capacidade
calorifica, e facilidade de libertagio dos gases formados, bem como da atmosfera
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envolvente da amostra [68].

1.2.7. Difracgdo de raios X

A difraccdo de raios X de pés é uma das técnicas experimentais mais usadas
na ciéncia de materiais. E uma técnica ndo destrutiva que permite a identificagao
de compostos cristalinos e a deteccdo de alteragGes estruturais produzidas num
material por processos fisico-quimicos. Esta aplicagao da técnica baseia-se no facto
de cada substancia cristalina apresentar um espectro de difracgdo unico e
caracteristico.

Para estudos analiticos de difracdo, a amostra cristalina é pulverizada (é
moida até se obter um pé fino homogéneo). A amostra ideal de p6 contém um
niimero muito elevado de pequenos cristalitos orientados aleatériamente e,
consequentemente, é de esperar que, quando um feixe de raios X atravessa o.
material a ser analisado, um nuimero significativo esteja orientado de forma a
preencher a condigdo de Bragg para reflexdo a partir de todos os espagamentos
polares possiveis [75]:

n\ = 2d sen 8
8- angulo do feixe difractado relativamente ao feixe directo;

- radiagdo caracteristica do elemento do anticatodo da ampola de
raios X;

d- distancia interplanar.

O método fotografico é um método cléssico extensivamente usado para
registar espectros de difracgdo de pés. A camara de Debye-Scherer, representada
esquematicamente na figura 2, é talvez o instrumento mais vulgarmente utilizado
para este fim.

A camara funciona do seguinte modo: um feixe oriundo de um tubo de raios
X é filtrado para produzir um feixe aproximadamente monocromatico (geralmente
a linha K "alfa" de cobre ou molibedénio), que é colimado, através da passagem
num tubo estreito, e incide na amostra, colocada no centro da camara. A cidmara é
cilindrica e equipada para manter um filme fotografico em torno da sua parede
interior, onde serdo registados os cones de difrac¢do como circulos concéntricos
(interseccbes dos cones com o filme). O didmetro interno do cilindro é de 5,73 ou
11,46 cm e, portanto, cada milimetro de filme é equivalente a 1,0 ou 0,5 graus
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respectivamente. A amostra é mantida no centro do feixe, através de uma
montagem apropriada.

KRime

» T Feixe

Colmador O_ |_>

deraiosX iti
Filtro transmitido
Dy
Feixes
Amo st{ a D, difractados

Fig. 2 - Representagdo esquematica da cimara Debye-Scherer.

Na figura 3 estd representado o aspecto de um radiograma (filme apos
ensaio). Cada par de linhas Dj, D, etc. representa a difraccio de uma série de
planos cristalinos equidistantes (d). A distincia (em mm) medida na pelicula entre
dois arcos (interseccdes dos cones de difracgao com a superficie cilidrica
envolvente) corresponde ao angulo 48 e a partir do valor de 8 séo calculados os
espagamentos interplanares d pela equagéo de Bragg [76].

@B}

Orificios no filme para entrada e saida
dos Colimadores

Fig. 3 - Representagao esquemdtica de uma pelicula de filme apds ensaio.

O uso de camaras de p6 é presentemente restrito a amostras muito pequenas
ou a estudos de detalhe exigindo grande exactidéo, j& que vém sendo substituidas
pelos difractémetros, que permitem maior rapidez na obtengdo de resultados e
maior facilidade na preparagdo da amostra. O difractémetro caracteriza-se por
incluir um medidor de intensidade dos raios difractados a diversos angulos 28
(cintilador), em vez do registo fotogréfico dos mesmos.
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II METODOS EXPERIMENTAIS

2.1. Materiais e solugdes usadas

Hidroxiapatite:

Foi utilizada hidroxiapatite cristalina em pé de elevada pureza, fornecida
pela empresa CAM Implants (Merck 2196). Procedeu-se a determinagdo dos
seguintes elementos no p6 de hidroxiapatite usado: Ti, Al, V, Fe, Cr, Ni, Mn, Cu,
Pb, Mg e Zn. Para tal, trés amostras de 500 mg de hidroxiapatite foram dissolvidas
com 4 ml de acido cloridrico concentrado cada e diluidas a 50 ml com agua
desionizada. As concentracdes médias obtidas ap6s analise por espectrofotometria
de absorcio atémica sdo as indicadas na tabela 5.

Tabela5- Concentragio (ppm) de elementos metdlicos pesquisados no p6 de hidroxiapatite.

Ti Al \/ Fe Cr Ni Mn Cu Pb Mg Zn
<1 15 <1 24 <1 <1 <1 <1 2 16,2 <1

A caracterizacio granulométrica e determinagdo da area superficial
especifica da hidroxiapatite, permitiu concluir que o material apresentava uma
granulometria menor ou igual a 32 um (figura 4) e uma érea superficial especifica
de 69,8 m?2/g.

Por difraccdo de raios X, ndo foi detectada a presenca de qualquer outra fase,
em teor superior a 5%. A razio molar Ca/P obtida quer por analise dispersiva de
energias quer por determinagao analitica da concentragao de Ca
(espectrofotometria de absorgao atémica) e P (espectrofotometria de UV visivel),
em amostras previamente dissolvidas com écido cloridrico concentrado, foi de
1,67 (£0,02), correspondendo ao valor estequiométrico da hidroxiapatite.

Solugdes

As solugbes foram preparadas com dgua desionizada, previamente destilada,
e com reagentes quimicos p.a. ou semelhantes.
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Fig. 4 - Distribuigao granulométrica do p6 de hidroxiapatite.

A solucdo de base utilizada na preparagdo das amostras, consistiu numa
solucao isot6nica de 0,9% de NaCl, simuladora do meio fisiolégico.

Com vista ao estudo da influéncia do pH na dissolugdo da hidroxiapatite,
foram preparadas, a partir da solugéo base, solucdes com diferentes valores de
pH, tendo este sido ajustado através de adicdes de acido cloridrico diluido. As
concentracdes de acido correspondentes situavam-se na gama de 9,87x10-3 mM a
31,52 mM.

Com o objectivo de se estudar o comportamento da HAp num meio
simulador de infeccdo, foram preparadas, a partir da solugao de 0,9% de NaCl,
solucdes com diferentes concentragoes de acido lactico, compreendidas entre
3,33x10¢ mM e 2,6x10-2 mM.

Para realizar as experiéncias de determinagao da influéncia dos catides
Ti(IV), Al(III) e V(IV), na dissolugdo, composigao e estrutura da hidroxiapatite,
foram adicionadas a solucéo base diferentes concentragoes destes catides, na gama
de 1 a 2000 ppm. Ao longo do texto, as valéncias dos catides ndo serdo indicadas
por forma a simplificar a prosa.

As solucdes de catides metalicos foram preparadas a partir de padroes
Titrisol da Merck, com as seguintes referéncias: TiCly em 18% HCI - ref. 9946;
AICl3 em agua - ref. 9967; VOSO4 em 8,6% HpSO 4 - ref. 9994.

Inicialmente, comegou-se por utilizar uma solugdo de cloreto de vanadio
(Sigma ref. V-5880). No entanto esta teve de ser substituida por uma solugao de
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sulfato de vanadilo, ja que era extremamente 4cida e no permitia obter elevados
teores de elemento metalico em solucio em presenca da hidroxiapatite sélida,
visto conduzir a sua total dissolugao.

2.2. Descricdo das experiéncias e da preparagdo das amostras

Os ensaios de dissolucdo consistiram na incubagio de hidroxiapatite em

diferentes meios, nomeadamente:

- solucio 0,9% de NaCl;

- solucao 0,9% de NaCl com diferentes concentragoes de HCI

diluido; '

- solucdo 0,9% de NaCl com diferentes concentracdes de acido

lactico diluido;

- solucgdo 0,9% de NaCl com diferentes concentragoes de catido

Ti(IV);

- solugio 0,9% de NaCl com diferentes concentragoes de catido

Al(III);

- solugio 0,9% de NaCl com diferentes concentragoes de catido

v(av).

A relacdo s6lido/liquido usada foi de 500mg/50ml e as amostras foram
inseridas em frascos de polietileno e mantidas a 37°C (£ 0,2°C) numa estufa
equipada com um agitador orbital, durante tempos de incubagdo variados. A
velocidade de rotacdo, mantida ao longo das experiéncias, foi de 250 rpm. Para
cada condicio de ensaio foram usadas no minimo trés amostras.

Foi determinada a variagio do pH com o tempo e a composicao do meio,
tendo-se procedido para tal 2 medigdo do pH de cada solucio antes de adicionada
a hidroxiapatite, sendo este pH referenciado na apresentagdo dos resultados como
pH inicial.

Apés ensaio as amostras foram centrifugadas (centrifuga Sigma 2-15) a 4000
rpm, durante 10 minutos. O liquido foi separado do sélido por decantagao, apo6s
centrifugagao, tendo cada uma das fases assim obtida sido caracterizada como se

descreve seguidamente.

Amostras liquidas:

Nas amostras liquidas, foi medido o pH (pH final) e, posteriormente
procedeu-se & andlise do teor em Ca e elemento metalico usado no ensaio, por
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espectrofotometria de absorgdo atémica (atomizagao por chama), bem como a
determinacio do seu teor em P total (espectrofotometria de UV /visivel).

Amostras sélidas:

Os cristais de hidroxiapatite ensaiados foram submetidos a cinco operagdes
de lavagem com 4gua desionizada, com vista a eliminagéo dos i6es s6dio e cloreto
oriundos da solugdo de incubagdo, e secos numa estufa a 60°C durante 24 horas.
Seguidamente foram objecto de estudos distintos, nomeadamente:

i) Espectrofotometria de absorgdo atémica-atomizagao por chama;
ii) Espectrofotometria de UV /Visivel;

iii) Microscopia electrénica de varrimento e microandlise;

iv) Espectroscopia de Raman e de Infravermelho;

v) Analise termogravimétrica;

vi) Andlise de superficies;

vi) Difracgdo de raios X.
2.3. Técnicas Experimentais

2.3.1. Espectrofotometria de absor¢io atémica - atomizag¢do por chama

Os teores em catido calcio e catido metalico na fase liquida foram
determinados usando um espectrofotémetro de absorgdo atémica, da marca
Instrumentation Laboratory (I.L.), modelo 357. Dado os niveis destes elementos
serem da ordem das partes por milhdo (ppm), foi usada a atomizagdo por chama
de protéxido de azoto/acetileno em queimador da marca IL, modelo 43005-01.
Como fonte de radiagao foram usadas lampadas de citodo oco.

As solucdes foram analisadas tal qual, ou submetidas a ‘diluigdes,
dependendo do teor do elemento a analisar.

As amostras sélidas com diferentes concentragdes de aluminio e vanadio
foram dissolvidas com acido cloridrico concentrado, tendo-se procedido a analise
do teor em elemento metalico. No caso das amostras com titanio, somente as de
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baixa concentracio inicial (<100 ppm), foram dissolvidas com &cido cloridrico
(4ml), j& que nio se conseguiu, por utilizagdo do referido cido, a dissolugo total
de amostras mais concentradas. Outras alternativas foram testadas,
nomeadamente a utilizagio de dgua régia, acido nitrico concentrado, dcido
fluoridrico, e misturas dos referidos dcidos, tendo-se igualmente recorrido a
digestdo em forno de micro-ondas com diferentes condi¢Ges de ataque. A
dissolugdo nunca foi, no entanto, completa. '

Na analise de todas as amostras, procurou-se eliminar os possiveis efeitos de
matriz, tendo-se procedido a preparagdo dos padrdes e do branco com uma matriz
o mais préxima possivel da das solugdes.

2.3.2. Espectrofotometria de UV/ Visivel

A concentracdo total de fésforo nas amostras liquidas foi determinada por
um método colorimétrico, o chamado método do 4cido ascérbico. O seu principio
baseia-se no facto de o molibdato de aménio e o tartarato duplo de potassio e
antiménio reagirem em meio dcido com o anido ortofosfato, formando o acido
fosfomolibdico. Este, por sua vez, é reduzido pelo 4cido ascérbico, originando um
composto de coloragdo azul, cuja absorvancia maxima ocorre e € lida no
espectrofotémetro ao comprimento de onda de 880 nm [77].

As medic6es foram efectuadas usando um espectrofotémetro de UV/visivel
de marca Shimadzu, modelo UV-1201. Procedeu-se inicialmente & construgdo da
curva de calibragdo do aparelho.

Curva de calibragio:

Comegou-se por preparar uma solugio padrdo em agua desionizada, com
uma concentracdo em fésforo de 2,5 mg/l, a partir de dihidrogenofosfato de
potassio, previamente seco durante 1 hora a 105°C. Seguidamente pipetaram-se,
para balGes graduados de 100 ml, 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 7,0 e 10 ml de solugdo padréo
de fésforo. Completou-se o volume até 50 ml com agua desionizada.
Adicionaram-se umas gotas de solugio de fenolftaleina a cada baldo. Nos casos
em que a solugao era alcalina (coloragdo résea), procedeu-se a adigdo, gota a gota,
de solugdo de 4cido sulftrico 5,58 M, até & cor résea desaparecer. Apos adigao de
10 ml de reagente de desenvolvimento de cor, completou-se o volume até 100 mle
aguardou-se 10 a 30 minutos o desenvolvimento da cor, tendo-se lido
seguidamente a absorvancia das soluges. Na figura 5 estd representada a curva
de calibragdo obtida.
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O reagente de desenvolvimento de cor foi preparado no momento de
utilizagdo, para evitar possiveis alteragdes com o tempo. Na tabela 6 estdo
indicados as solu¢des usadas na sua preparagao, bem como 0s respectivos

volumes.
0,2
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0,16 +
8 014 + .
o
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z 014
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Fig. 5- Curva de calibragio de fésforo.
Tabela6- Preparagio do reagente de desenvolvimento de cor.
Solugio Volume (ml)
Solugio de 4cido ascérbico (17,6 g/1) 30
Solugio de tartarato duplo de potdssio e antiménio 5
(274 g/))
Solugio de molibdato de aménio (40 g/1) 15
~ Solugao de 4cido sulfirico (2,52 M) 30

D inaca fésfor nas am liquida

O procedimento seguido para a determinagdo do fosforo total nas amostras
liquidas foi muito semelhante ao anteriormente descrito para obtengdo da curva
de calibracio. Pipetaram-se para matrazes de 100 ml, 50 ml da amostra tal qual ou
diluida de acordo com o teor previsto em fésforo. Juntou-se 1 ml de solugdo de
4cido sulfiirico 2,52 M e 0,4 g de persulfato de amonio e levou-se a ebuligao suave
durante 30 minutos, tendo-se evitado a secura da amostra através da adigdo de
pequenas porgdes de dgua desionizada. A amostra foi seguidamente transferida
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para um baldo volumétrico de 100 ml, adicionaram-se 10 ml de reagente de
desenvolvimento de cor e completou-se o volume com 4gua desionizada. Apds
desenvolvimento da cér e decorridos 10 a 30 minutos, procedeu-se a leitura da
absorvéncia. Esta foi convertida em concentragdo por meio da curva de calibragéo.

2.3.3. Microscopia electrénica de varrimento - microandlise por dispersao de

energias

A morfologia das amostras sdlidas foi estudada por microscopia electrénica
de varrimento, com um microscépio electrénico de varrimento de marca JEOL,
modelo JSM-35C, acoplado a um espectrometro de dispersdo de energias Tracor,
modelo TN 2000, tendo-se procedido sempre que necessdrio ao registo fotogréfico
da microestrutura encontrada.

A microanélise por dispersdo de energias foi efectuada usando uma energia
de excitacdo de 15 KeV e um tempo de recolha de espectros de 120 segundos. Para
este efeito, particulas solidas individualizadas das diferentes amostras, foram
coladas, com cola de carbono, a um suporte de cobre.

Procedeu-se A determinacdo da composigdo elementar das amostras, por
comparagdo da intensidade das riscas espectrais caracteristicas das mesmas
(subtraido o fundo continuo), com as respectivas intensidades de amostras
padrio, de composi¢do bem conhecida, medidas em condi¢bes instrumentais
semelhantes. Para cada amostra, foram analisadas trés zonas gerais distintas,
tendo-se igualmente procedido a andlise de zonas particulares, naturalmente
individualizadas. Foi também registado o espectro caracteristico de cada zona
analisada. No cilculo dos factores de correcgdo, foi usado o método PROZA.

2.3.4. Espectroscopia de Raman e de Infravermelho

Os espectros de Raman foram obtidos num espectrofotometro Bruker FRS
106 FTA, em conjungdo com um banco 6ptico Bruker IFS 88 FT-IR, usando como
fonte de excitagio um laser bombado Nd-YAG, operando na zona préxima do
infravermelho, a 1,064 um.

A resolugio espectral com que se obtiveram os espectros foi de 6 cm1. A
poténcia do laser usada, bem como o nimero de varrimentos, variou de acordo
com as caracteristicas da amostra.
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Cada amostra em po a ser examinada foi compactada num suporte em forma
de disco, de acordo com a representagdo esquematica indicada na figura 6.

Funil

Suporte

Fig. 6 - Esquema da preparagao de amostras em p6 para andlise por espectroscopia de Raman.

Os espectros de infravermelho foram obtidos num espectrofotémetro Bruker
IFS 88 FTIR. As amostras foram preparadas em discos de brometo de potéssio.

Espectroscopia de Raman

Comecou-se por analisar o p6 de hidroxiapatite usado, tendo-se procedido
igualmente a andlise de compostos de calcio mais simples, relaciondveis de
alguma forma com a hidroxiapatite, com o objectivo de facilitar a interpretagao
dos espectros obtidos. Assim, foi analisado hidréxido de cilcio (Ca(OH); Sigma),
carbonato de calcio (CaCO3 Sigma) (os ides carbonato podem substituir iGes
fosfato ou hidréxilo na rede da hidroxiapatite), e fosfato tricalcico (fornecido pelo
Queen Mary College), frequentemente presente nos pos comerciais de
hidroxiapatite, bem como uma mistura (80:20) de fosfato tricélcico e hidréxido de
célcio.

Com o objectivo de se avaliar a sensibilidade da espectroscopia de Raman a
variacio da percentagem de fase cristalina presente nas amostras em estudo,
foram obtidos espectros de dois p6s adicionais de hidroxiapatite fornecidos pela
empresa Plasma Coatings, com diferentes percentagens de fase cristalina.

Procedeu-se, ainda, ao tragado de espectros de amostras de hidfoxiapatite
tratadas por um periodo de 10 dias em solugdes de 0,9% de NaCl com diferentes
pHs.

Igualmente, obtiveram-se os espectros de colecgSes de amostras de
hidroxiapatite tratadas com catides metalicos, para estudar a influéncia dos catides
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Ti, Al e V na estrutura da mesma. Para investigar a influéncia da concentragdo de
elemento metalico e do tempo de incubagdo nos espectros, foram analisadas
amostras referentes a concentragdes em catides aluminio e titdnio entre 100 a 2000
ppm e um tempo de incubagdo de 10 dias, bem como amostras referentes a uma
concentragdo de catido metdlico de 500 ppm e diferentes tempos de incubagao.

No caso das amostras incubadas com catido vanadio, s6 foi possivel obter o
espectro de Raman para amostras referentes a concentragdes reduzidas (100 ppm),
dado que para as referentes a concentragdes elevadas (500 ppm), a informagao
espectral surgia mascarada por fenémenos de fluorescéncia.

Por forma a facilitar a interpretagdo dos espectros encontrados para as
amostras referentes a diferentes concentragdes de catido titanio, tentou-se
encontrar no mercado um fosfato de titinio que pudesse servir como padrdo de
referéncia. Como este tipo de composto ndo era comercializado, foi feita uma
tentativa de preparagio do mesmo por precipitago. Para isso, foi preparada, em
dgua desionizada, uma solugao 0,02M em Na,;HPO4.12H,0 e 0,01M em TiCly, da
qual se adicionaram 50 ml a 500 mg de hidroxiapatite, tendo sido as amostras
incubadas e tratadas de acordo com as condigdes descritas no subcapitulo 2.2. Ao
longo do texto estas amostras passarao a ser referidas como "mistura”.

Com o objectivo de investigar a presenca de 6xido de titdnio nas amostras
ricas neste elemento, foram ainda obtidos espectros das seguintes misturas:

- mistura de 1:1 de TiO, e HAp;

- mistura de 1:1 de TiO; e do pé obtido ap6s 10 dias de incubagdo de HAp
em solucio 0,9% de NaCl com uma concentragio de 500 ppm de catido Ti;

bem como o espectro do 6xido de titanio.

Espectroscopia de infravermelho

Foi feito o tracado do espectro de infravermelho de amostras de
hidroxiapatite e de amostras obtidas em experiéncias referentes a uma
concentragdo de 500 ppm de catido Ti e tempos de incubagéo de 2 horas e 10 dias.
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2.3.5. Anilise de Superficies

2.3.5.1. Espectroscopia fotoelectrénica de raios X (XPS)

Para obtencio dos espectros de XPS, foi usado um analisador VG Scientific
ESCALAB MKII e fonte de raios X Mg K (hv=1253,6 eV). Para todas as amostras,
foi registado um varrimento geral (0-1000 eV) e varrimentos estreitos nas regides
Cls,Ols, P2p 3/2,Ca2p 3/2 e Ti2p 3/2.

A montagem das amostras em p6 foi feita sobre fita adesiva, em suportes de
aco inoxidavel.

Foram analisadas amostras sélidas de hidroxiapatite, apés terem sido
incubadas por um periodo de 10 dias em solugdes de 0,9% de NaCl, com
diferentes concentragoes de catido Ti, nomeadamente 200, 400, 500 e 1000 ppm.
Procedeu-se igualmente a anélise de amostras referentes a uma concentragao
inicial de 500 ppm de titanio, incubadas por diferentes periodos de tempo,
nomeadamente, 30 minutos, 24h, 120h e 10 dias.

2.3.5.2. Espectroscopia de massa de ides secundarios - tempo de véo (Tof -SIMS)

As amostras analisadas por XPS foram igualmente analisadas por Tof-SIMS.
Os espectros foram obtidos através de um espectrémetro VG-Ionex IX 23S,
equipado com uma fonte pulsada de metal liquido. Foi usado um feixe primario
de 30 KeV de ides Ga* (densidade de fluxo iénico =2x10-11 A cm2 ), a um &ngulo
de incidéncia de 38° e focado numa area de 0,6 mm x 0,6 mm. Os i6es secundarios
resultantes foram acelerados a 5 KeV para a andlise, por aplicacdo de uma
polarizaqﬁo 4 amostra. A compensagdo de carga foi alcangada usando um feixe
electrénico pulsado, operando a uma energia efectiva de 250 eV e uma densidade
de corrente de 1x10-8 A cm-2. Para cada amostra foram recolhidos os espectros de
ides secundarios, positivos e negativos, na gama m/z 0-800, usando um feixe total
de iGes primérios nao superior a 2x10!1 iGes cm2.

As amostras em pé foram montadas sobre fita adesiva em suportes de ago
inoxidavel.

2.3.6. Anélise Termogravimétrica

Foi estudado por termogravimetria o comportamento da hidroxiapatite, do
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composto CaHPO4.2H0, e de amostras obtidas em experiéncias com diferentes
concentracdes de ides metalicos, nomeadamente 500, 1000 e 2000 ppm, incubadas
durante 10 dias, tendo sido usado para o efeito, um sistema de analise térmica
Metler TA 4000, equipado com uma termobalanga TG 50, com uma precisdo de +
2° C e uma sensibilidade de 1 ng, associada a um processador TC 11.

Os ensaios foram realizados em ar, com um caudal de aproximadamente 200
cm3/min.

As amostras foram aquecidas a uma velocidade de 5°C por minuto, de 25°C
até 1000°C, tendo permanecido a esta temperatura durante 10 minutos.

O processador usado permitia o tratamento grafico e numérico dos dados
obtidos, nomeadamente o célculo da derivada das curvas de variagdo de massa da

amostra com a temperatura e o tempo.

2.3.7. Difracgdo de raios X

Através da técnica de difraccio de raios X, foram analisadas amostras
solidas, com vista a identificagdo da fase ou fases presentes, bem como a avaliagao
da cristalinidade das mesmas.

Previamente ao seu estudo, os materiais foram pulverizados por forma a
garantir a sua homogeneidade.

As condicdes instrumentais de trabalho estdo indicadas na tabela 7.

Tabela7-  Condigbes instrumentais usadas na obtengio dos difractogramas.
Difractémetro Philips PW 1710
Ampola Anticatodo de Cu; foco largo
Poténcia: 40KV; 20mA
Fenda De recepgdo : 0,2 mm
Monocromador Grafite; feixe difractado
Detector Proporcional
Amostra P6 em lamela de vidro
Velocidade de varrimento 0,3°28 /min.

Foi também usado o método da cAmara Debye-Scherer, quando requerida
maior sensibilidade e para quantidades muito reduzidas de amostra. Utilizou-se
para o efeito uma camara do tipo da representada esquematicamente na figura 2.
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A amostra foi centrada e posicionada coaxialmente com uma pelicula fotografica
envolta em torno da parede interna da camara cilindrica, por forma a nele serem
registados os cones de difracgdo. Nos radiogramas obtidos foi medida a distancia
entre os dois arcos (interseccdes dos cones de difracgdo com a superficie cilindrica
envolvente), que corresponde ao angulo 48 e a partir do valor de 8 foram
calculados os espagamentos interplanares d pela equagéo de Bragg.

Comegou-se por analisar o pé de hidroxiapatite usado em todo o trabalho,
tendo-se igualmente procurado avaliar a influéncia do tempo de incubagdo na
estrutura cristalina da hidroxiapatite. Para tal, foram obtidos os difractogramas e
radiogramas da hidroxiapatite tal qual e do sélido obtido apos sua incubagao
numa solucdo de 0,9% de NaCl, por periodos de tempo de 10 e 230 dias.

Foi igualmente estudada a influéncia da concentracao dos catides Ti, Ale V,
e do tempo de incubagéo, na estrutura da hidroxiapatite, tendo para o efeito sido
analisadas amostras de hidroxiapatite apés incubag@o por diferentes periodos de
tempo em solugbes com diferentes concentragdes de catidao metélico.

Dada a dificuldade surgida na identificagdo dos compostos formados em
presenca de titdnio, pelo facto de estes serem pouco cristalinos, mesmo para
tempos de incubagdo superiores a um ano (379 dias), procurou-se aumentar a sua
cristalinidade actuando na temperatura de incubagdo. Para tal procedeu-se a
incubagdo de amostras a temperaturas superiores a 37°C, nomeadamente a 65°C,
por um periodo de 10 dias, tendo-se posteriormente procedido a sua analise.

Igualmente com o objectivo de aumentar a cristalinidade do(s) composto(s)
ricos em titdnio, procedeu-se ao aquecimento a 1000°C, em ar, dos soélidos
resultantes da incubacio de hidroxiapatite em solugdes de 0,9% de NaCl com
concentracdes de 240, 400, 500, 1000 e 2000 ppm de catido Ti e da amostra
designada por "mistura”. As amostras permaneceram aquela temperatura durante
1 hora, tendo sido depois arrefecidas dentro do forno até a temperatura ambiente.
A hidroxiapatite foi igualmente submetida ao mesmo ciclo térmico. Procedeu-se,
posteriormente, a obtengao dos difractogramas respectivos.

A fase sélida obtida por incubagdo com 500 ppm de catido Ti durante 379
dias, foi ainda aquecida a diferentes temperaturas (100°C, 250°C), para estudo da
evolucdo e transformagdes de fase ocorridas em funcio da temperatura de
aquecimento.
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III APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1. Influéncia do meio na dissolugdo da hidroxiapatite

Seguidamente sdo apresentados os resultados obtidos no estudo da
dissolucdo da hidroxiapatite em meios distintos, nomeadamente, solucGes de
0,9% de NaCl com diferentes concentragdes de 4cido cloridrico e solugdes de
0,9% de NaCl com diferentes concentragdes de acido lactico.

3.1.1. Influéncia do pH

Na figura 7 estd representada a variagdo da extensdo de dissolugdo da
hidroxiapatite com o pH para um tempo de incubagdo de 10 dias. Foram
testados varios tempos de ensaio, nomeadamente 30 minutos, 2h, 6h, 24h e 10
dias, tendo-se obtido concentracdes estaciondrias de Ca e P apés um periodo de
2h.

[1ppm
g

pH inicial

Fig. 7 - Influéncia do pH na dissolugao da HAp.

Nota: Por forma a facilitar a visualizagio dos resultados, ndo foram
incluidas nos graficos de concentragdes elementares barras de erro. E no
entanto de referir, que o desvio padrdo observado para os valores considerados
no calculo da concentracio média (representada graficamente), foi sempre
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inferior a 5%. Os valores médios usados no tragado de todos os graficos
incluidos neste capitulo, encontram-se tabelados no anexo A.

Por observagédo da figura 7, verifica-se que a um aumento da concentragao
de H" esta associado um aumento da concentragio de Ca e P na fase liquida. A
razdo molar Ca/P determinada nas solu¢des, ndo corresponde, no entanto, ao
valor de 1,67 encontrado para o sélido, e caracteristico da hidroxiapatite
estequiométrica, exibindo um maximo a pH=2,6. Para valores de pH inferiores
a 2,1 e iguais ou superiores a 3,1, a razdo Ca/P é menor que a estequiométrica.
A deficiéncia em Ca ou o excesso de P na solugdo nio se deve possivelmente a
hidroxiapatite usada, mas sim a um comportamento de dissolugao
incongruente, apresentado pela mesma, e referido igualmente na literatura [78,
79].

8,5 +
8 +
7,5 +
74
6,5 4
64
55 4
54
4,5 4
4 } } } }
1 2 3 4 5 6

pH final

pH inicial

Fig. 8 - pH final versus pH inicial.

A variacdo de pH associada a dissolugdo da hidroxiapatite, obtida em
experiéncias com tempo de incubagdo de 10 dias, estd representada na figura 8.
Para solugdes com diferentes concentragdes de 4cido cloridrico e com valores
de pH inicial inferiores a 3,2, o pH final varia quase linearmente com o inicial.
Para valores de pH inicial superiores a este valor, o pH final estabiliza em cerca
de 6,8, ficando a solugio como que tamponada. Uma outra hipotese a
considerar é a de que a cinética de dissolugdo, para valores de pH inicial
superiores a 6,0, seja de tal modo lenta, que, para o tempo de incubagédo
envolvido, ndo se verifiquem variagdes de concentragao dos elementos Ca e P
em solugao.

Foi também investigada a possibilidade de reprecipitagao de
hidroxiapatite ou de outras fases suas percursoras, nomeadamente brushite,
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DCPD, (CaHPO4.2H,0), monetite, DCP, (CaHPOy), fosfato octacélcico, OCP,
(CagH,(PO4)6.5H,0) ou fosfato tricalcico amorfo, TCPA, (Ca3(POy4)2.xH20), para
as solugbes usadas experimentalmente. Para tal foram calculadas através da
utilizacdo de um programa de computador da autoria de L. Madsen [80], as
sobressaturacoes das fases referidas, para as condigdes utilizadas.

Termodinamicamente é necessario que a sobressaturacio (B) de uma fase
seja superior a unidade, para que ela possa precipitar, ou seja, é necessdrio que
o quociente de reacgdo (produto das actividades das espécies quimicas que a
constituem elevadas aos respectivos coeficientes estequiométricos), seja
superior ao seu produto de solubilidade.

Para o caso da hidroxiapatite, a sobressaturagio ¢ dada por:
BHAp =25 (ca?*)a® (pos*>)a (OH) /Kps (HAp) =
=[a5 (ca?*) @3 (HPO4*") K(sgua)/a? (H")] /Kps (HAp)

Tabela 8 - Sobressaturagdes B da brushite (DCPD), monetite (DCP), fosfato octaclcico
(OCP) e fosfato tricalcico amorfo (TCPA), em fungio do pH, a 37°C.

pH B (DCPD) B (DCP) B (OCP) B (TCPA)
16 4,606x1071 1,184x10° 8,166x10°3 6,617x10°
1,9 2,629x10°1 6,756x10"1 3,520x103 4,999x1073
2,1 1,793x101 4,608x101 1,983x10°3 4,128x10°
2,3 1,202x10"1 3,091x10'1 1,089x103 3,381x10
2,6 6,742x102 1,733x101 4,573x10 2,532x10°3
3,1 2,453x102 6,305x102 1,003x104 1,527x10°3
3,5 1,024x102 2,633x102 2,709x10°5 9,868x10
4,0 2,789x103 7,169x103 3,847x10 5,148x10
4,1 2,204x103 5,666x1073 2,703x10 4,577x10
42 1,627x1073 4,183x1073 1,715x10°6 3,933x10
4,6 3,979x104 1,023x103  2,074x107 1,945x104
51 1,534x104 3,943x10° 4,964x10°8 1,208x10+4
5,6 9,833x105 2,528x104 2,547x108 9,668x10°S

Na tabela 8 apresentam-se os resultados do calculo da sobressaturagao para
as diversas fases acima referidas quando Pyap = 1. Para todos os valores de pH
inicial compreendidos entre 1,6 e 5,6 (valores experimentais de pH), o valor da
sobressaturacdo P é sempre inferior a 1, excepto no caso de um pH inicial de 1,6,
em que é susceptivel de precipitar a monetite, dado a sua sobressaturagao
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residual ser superior a unidade (tabela 8). Devido no entanto ao seu valor ser
muito préximo do de equilibrio (B=1), ndo é provavel que ocorra precipitagao.
Para todos os restantes valores de pH, a precipitagio de qualquer das fases
referidas nido é vidvel, pelo que os valores de concentragdo de Ca e P
encontrados em solugio sio os relativos a dissolugdo da hidroxiapatite para as
condicdes envolvidas, ndo sendo de prever a formacdo de outras fases ricas em
Ca e P, com o consequente consumo destes elementos.

3.1.2. Influéncia do dcido lictico como meio simulador de infec¢do

A figura 9 representa os resultados obtidos nas experiéncias realizadas
com o objectivo de investigar a influéncia do é4cido léctico na dissolugao da
hidroxiapatite. Nela estdo representadas as concentra¢des de Ca e P na fase
liquida, obtidas apés incubagdo da hidroxiapatite por um periodo de 10 dias, em
solucdes de 0,9% de NaCl com diferentes concentragdes de acido lactico e na
auséncia de acido cloridrico. Verifica-se que para valores de pH iniciais
inferiores a 3,8, o aumento da concentragio de acido lactico em solugdo
provoca um aumento da concentragao de Ca, o mesmo se verificando para o P.
A relacio Ca/P encontrada no liquido é sempre bastante inferior a 1,67,
variando entre 1,13 e 0,82.

1000 2
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100 + 10,2
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Fig. 9 - Influéncia da concentragéo de 4cido lactico na dissolugdo da HA?.

E de realcar o facto de a presenga de écido lactico aumentar a extensdo da
dissolucdo da hidroxiapatite para valores de pH inicial iguais ou inferiores a
3,2, dado conduzir a concentracdes de Ca e P na fase liquida, superiores as
encontradas para solugdes de 0,9% de NaCl em que o ajuste de pH foi feito com
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acido cloridrico (figura 10). No entanto, verifica-se que a dissolugdo ndo ocorre
de forma estequiométrica, uma vez que a concentragao de Ca em solugao é
inferior a que seria de esperar face 4 concentragdo de P presente. E de admitir,
portanto, a hipétese de ter ocorrido precipitagdo de lactato de célcio, com a
consequente diminuigdo do teor de Ca na fase liquida. Para valores de pH
iniciais superiores a 3,2, o efeito do aumento da concentracio de dcido lactico
nio se faz sentir, como pode ser observado na figura 10. |

Em termos de variagio de pH durante as experiéncias, a tendéncia é para o
pH final estabilizar num valor médio de 6,9 (figura 11) semelhante ao obtido
nas experiéncias sem 4cido lictico, para valores de pH inicial, iguais ou
superiores a 3,8 (figura 8).
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Fig. 10 - Comportamento de dissolugdo da HAp nos dois meios distintos.
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Fig. 11 - pH final versus pH inicial (solugGes com 4cido lactico).

42




3.2. Influéncia dos catides Ti, Al e V na dissolugio da hidroxiapatite

3.2.1. Dissolugdo

Influéncia do catido Ti

A figura 12 representa a concentragio de Ca e P na fase liquida, em fungéo
da concentracdo inicial de catido Ti, em experiéncias com um tempo de
incubacdo de 10 dias. Para concentragdes crescentes mas inferiores a 500 ppm de
catiio metalico em solugdo, observa-se um aumento da concentracdo de Ca e P
na fase liquida. Para teores superiores de catiio Ti, a concentracdo de Ca
estabiliza, contrariamente a de P, que vai decrescendo. As concentracdes de Ca e
P obtidas nio sdo, no entanto, as que seriam de esperar para uma dissolugdo
estequiométrica, conduzindo a valores de razdo Ca/P superiores a 1,67 e
crescentes com o aumento da concentracio de Ti em solugdo (figura 12).
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Fig. 12 - Influéncia da concentragdo de Tina dissolugdo da HAp.

A presenga do catido Ti parece, portanto, estar associada a inibigdo da
passagem do anido fosfato para a solugdo, sendo de admitir a hipétese de
ocorréncia de reaccdo quimica entre ambos, com formagdao de um novo
composto.

A pesquisa de catido Ti na fase liquida apds incubacdo, conduziu a valores
de concentracio inferiores a 1 ppm, pelo que praticamente todo o Ti se
encontra incorporado no sélido. Esta observagao foi confirmada por anilise
quimica somente para as amostras com teores em Ti iguais ou inferiores a 100
ppm dado que para concentragdes superiores de catiio metélico, ndo foi
possivel dissolver completamente os sélidos.
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Em termos de variagdo de pH com a concentragdo de catido Ti, observa-se
que, durante o periodo de incubagao, o pH da solugdo evolui para valores mais
bésicos, possivelmente como resultado da dissolucdo da hidroxiapatite, que
conduz a um aumento da concentragao de ides OH- em solugéo. Verifica-se, no
entanto, que para concentragdes crescentes de catido metalico, os valores de pH
‘inicial e pH final se vdo aproximando (figura 13), o que sugere uma menor
contribuicio dos i6es OH- libertados pela hidroxiapatite. '
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Fig. 13 - Variagao do pH com a concentragao inicial de catido Ti.

Os resultados obtidos para as concentragdes de Ca e P na fase liquida, em
experiéncias referentes a uma concentragéo inicial de 500 ppm de catido Ti e
tempos de incubagdo varidveis (de 5 minutos a 10 dias), indicam que se
atingem concentragdes praticamente estaciondrias destes elementos logo apoés
os primeiros 5 minutos de incubagio (figura 14).
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Fig. 14 - Efeito do tempo de incubagio na dissolugao da HAp, em presenca de 500 ppm de catido
Ti.
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Verifica-se, igualmente, que a incorporagao de titinio na fase s6lida ocorre
muito rapidamente, uma vez que para um tempo de incubagdo de 5 minutos, a
concentracio de catidgo Ti em solugdo é ja inferior a 1 ppm, mantendo-se
constante ap6s decorridos 10 dias de ensaio.

Na figura 15 representa-se a variagao da concentragéo de Ca e P com o pH
inicial (pH medido antes de as solugdes serem adicionadas a hidroxiapatite),
para experiéncias referentes a diferentes concentraces de catido Ti e tempos de
incubacdo de 10 dias. Uma vez que as adi¢des de catido metalico foram feitas
sob a forma de uma solugdo acida de cloreto de titanio, valores mais baixos de
pH correspondem a concentragoes mais elevadas de metal. Na mesma figura
(figura 15), estdo também representadas as concentragoes de Ca e P
determinadas em solu¢des com pH inicial varidvel e na auséncia de catido Ti,
apés estas terem sido incubadas com hidroxiapatite. Para valores de pH inicial
correspondentes a concentragdes de Ti inferiores a 50 ppm (pH>1,9), 0 efeito da
presenca do catido Ti na dissolugdo da hidroxiapatite nao se distingue do efeito
do pH dado que, para essa gama de valores, as curvas sao praticamente
sobreponiveis. Para um valor de pH inicial correspondente a uma
concentracdo de 500 ppm de Ti ou superior (pH<0,8), a mesma comparagao nao
é viavel ja que toda a hidroxiapatite nas solugdes sem Ti foi dissolvida. Para
concentracdes intermédias, a presenga de catido Ti provoca uma diminuicao da
concentracdo de P em solugdo face a que seria de esperar devido unicamente a
um efeito de pH. Por sua vez, para a gama de concentragbes referida, a
concentracdo de Ca nio é significativamente afectada pela presenca de Ti.
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Fig. 15 - Influéncia do catido Ti na dissolugdo da HAp (grafico comparativo).
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Influéncia do catido Al

A figura 16 representa a concentragio de Ca e P na fase liquida, em funcao
da concentracdo inicial de catido Al, em experiéncias com um tempo de
incubacdo de 10 dias. Verifica-se existir uma relagdo praticamente linear entre a
concentracdo de catido Al adicionado e a concentragao de Ca em solugao.
Relativamente a concentracdo de P, esta mantém-se aproximadamente estavel
na gama de concentragdes de Al de 200 a 500 ppm, aumentando
significativamente para concentragdes superiores deste catido metélico.

A razdo Ca/P na fase liquida aumenta com o aumento do teor de catido Al
em solucdo, até uma concentragdo inicial de 500 ppm, diminuindo para
valores superiores de concentragdo. No entanto, esta razio mantém-se sempre
superior ao valor estequiométrico.
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Fig. 16 - Influéncia do catido Al na dissolugdao da HAp.

Tabela 9 - Concentracdo de catido Al na fase liquida apés incubagao.
conc. inicial conc. fase liquida

(ppm) (ppm)

1 <1

10 <1

50 <1

100 <1

200 <1

400 <1

500 <1
1000 121,2
2000 1810
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Para as amostras mais concentradas em Al (2000 ppm), a fase liquida
apresentou-se bastante turva, devido possivelmente a presenca de um
precipitado muito fino, impossivel de separar por centrifugagdo ou filtragao.
Consequentemente, procedeu-se ao seu ataque com dcido cloridrico
concentrado previamente a sua andlise. O teor em Al encontrado nestas
amostras foi particularmente elevado (tabela 9). Relativamente a variagdo de
pH com a concentragio de elemento metdlico, observa-se que durante a
incubacio este evolui para valores mais basicos, até uma concentragao inicial
de catido Al préxima de 1000 ppm, valor a partir do qual os pHs finais
decrescem (tornam-se mais acidos) relativamente aos iniciais (figura 17). O
valor de pH final referente a solugdes com uma concentragao de catido Al de
2000 ppm, pode, no entanto, ndo ser o indicado dado as solugdes se
encontrarem turvas. Em presenca de concentragdes elevadas de Al (1000 e 2000
ppm), verifica-se um consumo de ides OH- da solugdo, sendo de adiantar a
hip6tese de formagdo de um composto rico em ido hidréxido. Dada a tendéncia
que o catidzo AI3+ apresenta para formar hidroxocomplexos poliméricos, € de
supor que estas espécies estejam presentes no sélido obtido.

5. U, +— pH inicial

pH
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"
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Fig. 17 - Variagao do pH com a concentragio inicial de catido Al

Quanto a influéncia do tempo de incubagio na dissolugdo da
hidroxiapatite em presenga de catido Al (500 ppm), verifica-se que a
concentracio de Ca em solugdo aumenta ligeiramente com o tempo de
incubagao, o mesmo acontecendo com a concentragao de P (figura 18). Somente
para um tempo de incubagio de 5 minutos é que a concentragdo de Al
encontrada em solucdo, foi superior a 1 ppm (tabela 10), pelo que se conclui
que, nos restantes casos, praticamente todo o Al se encontra incorporado no
s6lido.
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Fig. 18 - Efeito do tempo de incubagao na dissolugdo da HAp, em presenca de catido Al (500 ppm).

Tabela 10 - Concentragio de catiio Al na fase liquida ap6s diferentes tempos de incubagdo

(concentragio inicial de catido Al de 500 ppm).

tempo de incubagio (h) [Al] ppm

5/60 230
30/60 <1
2 <1
24 <1
120 <1
240 <1
4000
3500 +
3000 4 u Ca (C/Al)
g 20T —-=-+-—-P (c/A])
2« 2000 4
Z 1500 4 ——LD——Ca (s/Al)
1000 4 —-=0-—-P (s/A])
500 +
0
0

pH inicial

Fig. 19 - Influéncia do catido Al na dissolugdo da HAp (grafico comparativo).

A figura 19 permite distinguir o efeito do catido Al na dissolugdo da
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hidroxiapatite, do efeito da diminui¢do de pH que a sua presenca provoca.
Uma vez que o catidgo Al é adicionado sob a forma de uma solugdo acida
(cloreto de aluminio), a maiores concentragdes de catido metalico em solugdo
correspondem menores valores de pH inicial. A figura 19 mostra que 2
presenca de Al tem um efeito muito significativo no aumento da concentragao
de Ca e P em solugio, efeito este claramente distinto do provocado por uma
diminuicdo de pH do meio de incubagdo.

Influéncia_do catido V

Na figura 20 estio representados os resultados obtidos para as
concentracdes de Ca e P na fase liquida, em fungdo da concentracio inicial de
catidio V, em experiéncias com um tempo de incubagdo de 10 dias.
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Fig. 20 - Influéncia do catido V na dissolugdo da HAp.

Verifica-se que para concentragdes de V até 1000 ppm, a concentragao de
Ca aumenta com o aumento da concentragao de catido metélico em solugao,
diminuindo, porém, para uma concentragdo de catido V de 2000 ppm.

Relativamente ao fésforo, o seu teor em solugdo aumenta até valores de
concentracdo inicial de catido V de 500 ppm, diminuindo para uma
concentracio de 1000 ppm. As determinagdes de P nas solugbes mais
concentradas em V (2000 ppm), nio foram reprodutiveis, pelo que a sua
representagio nio é contemplada no grafico da figura 20. A irreprodutibilidade
de resultados deve-se, provavelmente, ao facto de a concentragio de catido V
em solugdo ap6s incubagdo ser bastante elevada (tabela 11), conferindo ao
liquido uma cor azul muito intensa (a solugado de sulfato de vanadilo é azul
turquesa). Se bem que as solugdes tenham sido submetidas a elevadas diluigoes
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(4000x) previamente a sua andlise, é possivel que tenham ocorrido
interferéncias no método colorimétrico usado na determinagdo de fésforo

(método do acido ascérbico).

Tabela 11 - Concentragio de catido V na fase liquida apés incubagao.

conc. inicial conc. fase liquida

(ppm) (ppm)
1 <1
10 <1
50

100 7
200 1,7
400 <1
500 <1
1000 353
2000 1969,5

Na figura 21 esta representada a variagdo do pH das amostras liquidas
durante a incubacdo, para diferentes concentragdes iniciais de catido vanadio
em solucdo. Observa-se que, apds a incubagdo, o pH se torna menos acido,
verificando-se uma aproximagio dos valores de pH inicial e pH final 4 medida

que a concentragao em V é aumentada.
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Fig. 21 - Variagao do pH com a concentragao inicial de catidao vanadio.

Quanto 2 influéncia do tempo de incubagdo na dissolugdo da
hidroxiapatite em presenga de catido V (500 ppm), observa-se que a
concentracio de Ca diminui ligeiramente com o aumento do tempo de
incubagio, o mesmo se verificando com a concentragao de P (figura 22). Apds
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os primeiros 5 minutos de incubagao, ainda se encontra em solugdo
aproximadamente 80% do vanadio inicialmente presente nas amostras (tabela
12). No entanto, o seu teor vai decrescendo até que, para um tempo de
incubacdo de 24 horas, j4 praticamente todo o catido metdlico se encontra
incorporado na fase sélida. |

Tabela 12 - Concentracdo de catido V na fase liquida apés diferentes tempos de incubagao

(concentragdo inicial de catido V de 500 ppm).

tempo de incubagdo (h) [Vlppm
5/60 403,6
30/60 376,5
2 313,3
24 <1
120 <1
240 <1
2,00
''''' " ——=2=01150
—10—-2~-Ca
g &
& T100 3 —-0-—-P
= “SA--cc-cecmemcecccmnemnan—-- ceee-
a ----A--- Ca/P
40,50
04 —t 0,00

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Tempo (h)

Fig. 22 - Efeito do tempo de incubagao na dissolugio da HAp, em presenca de catido V (500 ppm).

Relativamente a influéncia do catido vanadio na dissolugdo da
hidroxiapatite (figura 23) verifica-se que para concentragdes iniciais superiores
a 50 ppm, o seu efeito se diferencia do efeito da diminuig¢ao de pH que a sua
adigao provoca. Na referida figura, a menores valores de pH correspondem
maiores concentracdes de catido V dado a solugao usada ser acida. Para uma
concentracdo inicial de V igual ou superior a 1000 ppm, a presenca do catido
metalico provoca uma diminuigdo da concentragao de Ca em solugdo, face a
que seria esperada devido unicamente a um efeito de pH. Em relagdo ao

fésforo, para uma concentragdo inicial de catido V de 1000 ppm, verifica-se
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igualmente um decréscimo da sua concentracao em solugdo, quando
comparada com a obtida para solugdes de incubagio com igual pH e em que 0
catido metdlico esta ausente.
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Fig. 23 - Influéncia do catido vanadio na dissolugao da HAp (gréfico comparativo).

Comparagio da influéncia dos diferentes catiGes metalicos na dissolucdo da
hidroxiapatite

A hidroxiapatite apresenta comportamentos de dissolugdo distintos face a
presenca de cada um dos catides usados. Essas diferengas sdao claramente
evidenciadas quando se compara a variagao de concentracio de Ca e P em
solucdo com o aumento de concentragdo de catido metalico.

Como ja foi referido anteriormente, observa-se que no caso do Al, a
remocdo de Ca da hidroxiapatite se faz de uma forma aproximadamente linear
com o aumento da concentracdo de catido metdlico (figura 24). A presenga do
catido Al ests, portanto, associado um aumento da concentragdo de Ca em
solucdo. Para a gama de concentragdes de Al usadas, a remogdo de Ca da
hidroxiapatite nunca chega a ser total, partindo do principio de que estao
ausentes fenémenos de precipitagao.

Por sua vez, a presenga de Ti em solugdao provoca igualmente um
aumento linear da concentracio de Ca em solugao até uma concentragao inicial
de 500 ppm de Ti (figura 24). A partir deste teor de catido metélico, porém, o
aumento da concentracio de Ti em solugdo ndo provoca a saida de mais Ca.
Este elemento niao é, no entanto, removido totalmente do sélido
permanecendo no mesmo em baixa concentragao.
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Fig. 24 -Influéncia dos catides Ti, Al e V na dissolugio da HAp ([Ca]).

Quanto a accio do V, ela assemelha-se de certa forma a observada para o
Ti, conduzindo, no entanto, a sua presenca a concentragdes de Ca em solugao
inferiores as verificadas para os mesmos teores de Ti. E de realcar, no entanto,
o facto de para valores de concentragdes iniciais de V superiores a 500 ppm, a
concentracio de Ca em solugdo diminuir com o aumento da concentragdo de
V.
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Fig. 25 - Influéncia dos catides Ti, Ale V na dissolugdao da HAp ([P]).

Relativamente a concentracio de fésforo em solugdo, ela € crescente com
o aumento do teor de titinio bem como com o aumento do teor de vanddio,
até uma concentracdo de 500 ppm de catido metdlico (figura 25). Para
concentragdes superiores, verifica-se um decréscimo do teor de P em solugao.
Contrariamente, a presenca de catido Al em concentragoes superiores a 500
ppm provoca um aumento bastante acentuado do teor de P. Para concentragoes
inferiores de Al, a variagio da concentragio de P praticamente nao se faz sentir
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com o aumento de teor do elemento metdlico.

A variacdo de pH (pH final versus pH inicial) das solugoes de incubagao
da hidroxiapatite, em presenca, respectivamente, de diferentes concentragoes
de catido Ti e catiio V, é semelhante a observada para as solugdes de incubagéo
da hidroxiapatite na auséncia de catides metdlicos (figura 26) (na gama de
valores em que a comparagdo é vidvel). O mesmo nao se verifica quanto.a
variagio de pH das solugdes em que o catido Al esta presente. A curva pH
inicial versus pH final relativa a este elemento afasta-se significativamente das
restantes, sugerindo que a presenga de Al em solucio conduz ao consumo de
ides hidréxido da mesma, possivelmente como consequéncia da precipitagao

de hidroxissais (fosfatos) de aluminio.
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Fig. 26 - Comparagao das curvas pH final versus pH inicial para os trés catides metalicos.

3.2.2. Composigio e estrutura

3.2.2.1. Microscopia electrénica de varrimento - Microanilise por dispersdo de

energias
Titanio

As amostras sélidas ricas em Ti obtidas apds incubagio da hidroxiapatite
em solugées de 0,9% de NaCl com concentragoes de 500, 1000 e 2000 ppm de
catido metalico, sio constituidas por particulas muito finas, formando
naturalmente aglomerados aquando da secagem. Os resultados obtidos da sua
microanalise em zonas distintas, sio bastante reprodutiveis, indicando tratar-

se de s6lidos muito homogéneos.
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Por observagio microscépica (MEV), foi possivel isolar particulas de
dimensdes de cerca de 1pm e proceder a sua microandlise, tendo-se sempre
verificado a presenca simultinea, e em proporgdes relativas muito préximas,
dos elementos P e Ti. Este facto exclui a possibilidade de o titanio estar presente

no sélido unicamente sob a forma de 6xido.

Na figura 27 est4 representado o espectro EDS da hidroxiapatite, bem
como o de uma amostra obtida com uma concentragdo inicial de catido titanio
de 500 ppm, ambas incubadas por um periodo de 10 dias, numa solugdo de
0,9% NaCl. A comparagio dos espectros mostra um decréscimo do pico de Ca (a
sua % atémica reduz-se a um valor inferior a 1%), associado a um aumento do

pico de Ti, enquanto o pico de P se mantém constante.

Pioncer Display - Spectrusl
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Fig. 27 - Espectros EDS de p6s obtidos ap6s 10 dias de incubacio de HAp em: a) solugdo 0,9%
NaCl; b) solugio 0,9% NaCl com uma concentragio de 500 ppm de catido Ti.
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Para amostras referentes a diferentes concentragdes de Ti na solugido mae,
a razio Ca/Ti diminui 2 medida que a concentragio de Ti aumenta e o oposto é
observado para a razdo Ti/P, o que sugere que o Ti substitui o Ca na rede da
hidroxiapatite ou que ocorre precipitagio de um novo composto a base de
fosforo e titinio (figura 28). E de realcar o facto de o(s) fendmeno(s)
envolvido(s) ocorrer(em) de forma continua para teores crescentes de catido Ti,
parecendo, no entanto, ficar(em) completos para uma concentragdo préxima de

400 ppm.
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Fig. 28 - Ca/P e Ti/P versus concentragao inicial de catido Ti.

A analise dos sélidos por energias dispersivas permitiu ainda constatar
que a formagdo do composto rico em fésforo e titdnio ocorre muito
rapidamente, visto serem obtidos espectros praticamente idénticos para
amostras referentes a tempos de incubagio de 5 minutos e 10 dias, para a
mesma concentracio inicial de Ti (500 ppm) (figura 29), mantendo-se as razdes
elementares Ca/P e Ti/P independentes do tempo de incubagéo.

Obteve-se igualmente o espectro de uma amostra com uma concentragao
inicial de 500 ppm de Ti, & qual foi adicionada uma quantidade de dcido
cloridrico concentrado (4 ml) equivalente a necessiria para se obter a
dissolucdo total de 500 mg de hidroxiapatite. A amostra foi seguidamente
lavada com 4agua desionizada e seca numa estufa a 60°C, por um periodo de 24
horas. As proporgdes relativas dos elementos P e Ti mantiveram-se
praticamente inalteradas. Esta observagio suporta a hipétese de ocorréncia de
reacgio quimica entre o Ti e a hidroxiapatite, com a consequente formagao de
uma ou mais fases ricas em P e Ti, menos soliveis que a hidroxiapatite.
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Fig. 29 - Espectros EDS de p6s obtidos ap6s incubagao de HAp em: solugdes 0,9% NaCl com uma
concentragio de 500 ppm de catido Ti: a) tempo de incubagio de 5 min; b) tempo de incubagao de

10 dias.

Foi ainda analisada a amostra convencionalmente designada por
"mistura” (tentativa de precipitagdo de um fosfato de titdnio), cuja preparagao
se encontra descrita no subcapitulo 2.3.4. (pdg. 34). Foram detectados os
elementos Ti, P e O, sendo a razao Ti/P proxima da verificada para as amostras
com hidroxiapatite e uma concentragao inicial de 500 ppm de Ti. A
concentracio de sédio no sélido é praticamente nula, mantendo-se este

elemento como vestigial (figura 30).
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Fig. 30 - Espectro EDS da amostra designada por "mistura” (tempo de incubagao: 10 dias).

Aluminio

As amostras obtidas apés incubagdo da hidroxiapatite em solugGes 0,9% de
NaCl com diferentes concentracdes de catido Al, apresentaram-se, de uma
forma geral, homogéneas, excepto as relativas a uma concentragao inicial de
2000 ppm, em que se verificou a existéncia de zonas muito ricas em Ca, AlLPe
O, e zonas em que a concentragdo de Ca foi drasticamente reduzida e a razao
Al/P incrementada, surgindo igualmente cloro e sédio em abundéncia (figura
31a)eb)).
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Fig. 31 - Espectros EDS de zonas distintas de pés obtidos ap6s 10 dias de incubagao de HAp em

solucdo 0,9% NaCl com uma concentragdo de 2000 ppm de catido Al

Nestas amostras, foi detectada a existéncia de cloreto de sédio a superficie.
No entanto, a quantidade de cloro existente é superior & que seria de esperar se
a sua presenca se devesse unicamente a uma contaminagdo pelo soluto,
consequéncia de uma lavagem deficiente do sélido.

Para teores crescentes de Al em solugéo, verifica-se o aumento da relacdo
Al/P e o decréscimo da razdo Ca/P (figura 32).
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Fig.32-Ca/Pe Al/P versus concentragdo inicial de catido Al

No entanto, s6 para amostras referentes a concentragdes iniciais de Al

iguais ou superiores a 500 ppm, é que a hipétese de ocorréncia de substituigdo
do Ca pelo Al surge evidenciada nos respectivos espectros, por comparagao
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com o da hidroxiapatite (figura 33).

Pioneer Display - Spectruml I
YFS: 1988 Livetime: 128
Ca
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Fig. 33 - Espectros EDS de p6s obtidos apés 10 dias de incubagdo de HAp em: a) solugio 0,9%
NaCl; b) solugio 0,9% NaCl com uma concentragio de 1000 ppm de catido Al

O tempo de incubagdo ndo parece ter influéncia significativa na interacgao
do Al com a hidroxiapatite, dado as razdes elementares Ca/P e Al/P se
manterem estidveis com o seu aumento, para amostras com uma concentragao
inicial de 500 ppm de catido metélico (figura 34).
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Fig. 34 - Espectros EDS de pés obtidos apés incubagio de HAp em solugdes 0,9% NaCl com uma
concentracio de 500 ppm de catido Al: a) tempo de incubagio 5 min.; b) tempo de incubagio

10dias.

Vanéidio

Como fo_i referido no subcapitulo 2.1., o vanadio foi adicionado a
hidroxiapatite sob a forma de uma solugio de sulfato de vanadilo.
Consequentemente, a presenca de enxofre é detectada em algumas das
amostras analisadas, mesmo apés lavagem das mesmas. Isto deve-se ao facto
de o sulfato reagir com o célcio em solugdo, dando origem a uma fase de
sulfato de célcio, que surge sob a forma de agulhas, nas amostras com elevada
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concentragao inicial de catido vanadio (figura 35).

Fig. 35 - Cristais de Sulfato de Calcio.

Com o aumento da concentragido de V na solugdo de incubagao, verifica-se
um decréscimo da raziao Ca/P no sélido, enquanto que a relagdo V/P se
mantém estidvel na gama de concentragdes de 100 a 500 ppm, aumentando
significativamente para uma concentragao de 1000 ppm (figura 36).
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0,8 + —L—V/P
0,6 +
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Fig. 36 - Ca/P e V/P versus concentragao inicial de catiao V.

Para amostras referentes a uma concentragdo inicial de vanadio de 1000
ppm, o espectro da globalidade da amostra é o representado na figura 37 a),
verificando-se igualmente a presenga de cristais ricos em Ca e S (figura 37 b)). A
comparagao com o espectro da hidroxiapatite (figura 37 c)), sugere a ocorréncia

de substituiciao do Ca pelo V, mantendo-se elevada a concentragao de P.
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Fig. 37 - Espectros EDS de zonas distintas de pés obtidos ap6s 10 dias de incubagdo de HAp em: a)
e b) solugio 0,9% NaCl com uma concentragio de 1000 ppm de catido V; c) solugdo 0,9% NaCl.
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Para uma concentracio de 2000 ppm de catidao V em solugdo, os s6lidos
obtidos sdo constituidos unicamente por cristais de sulfato de calcio.

A interac¢io do vanadio com a hidroxiapatite, para uma concentragao
inicial de catido metélico de 500 ppm, parece ser praticamente independente do
tempo de incubagdo para o intervalo de 5 minutos a 10 dias, ndo se verificando
diferengas significativas nos espectros das correspondentes amostras. No
entanto, por observagdo microscopica, foi possivel constatar o aparecimento de
cristais de sulfato de calcio em amostras com tempos de incubagéo longos (5 e
10 dias).

3.2.2.2. Espectroscopia de Raman e Infravermelho

3.2.2.2.1. Espectroscopia de Raman

Todas as amostras analisadas por Raman apresentaram espectros bastante
reprodutiveis.

Na figura 38 estdo representados os espectros obtidos para a hidroxiapatite,
o hidréxido de calcio, o fosfato tricalcico-B, o carbonato de calcio e para a
mistura sélida (80:20) de fosfato tricalcico-p e hidréxido de célcio.

A hidroxiapatite, bem como o hidréxido de célcio, sio bons difusores da
radiacdo, e os respectivos espectros apresentam uma Optima razao sinal/ruido,
sem fluorescéncia.

A hidroxiapatite pura, apresenta um espectro semelhante ao do hidréxido
de calcio, com duas bandas que dominam todo o espectro a 773 cm'! (com uma
inflexdo a 690 cm-! ) e a 1144 cm'! e com uma banda menos intensa a 959 cml,
associada ao grupo fosfato [81 - 83]. Por sua vez, o hidréxido de calcio apresenta
duas bandas caracteristicas a 801 e 724 cm-1, em contraste com o relativamente
mais complexo espectro produzido pelo fosfato triclcico, que exibe bandas a
1131, 1091, 1060, 988 (a mais intensa), 900, 589, 562, 418 e 393 cm-l. Verifica-se, no
entanto, que o hidréxido de calcio é melhor difusor da radiagdo Raman que o
fosfato de calcio. Este facto esta evidenciado no espectro da mistura (80:20) dos
dois compostos, que apresenta bandas a 987, 802 e 725 cm-l, sendo as mais
intensas as que advém da presenga do hidréxido de calcio. A banda vibracional
caracteristica do grupo fosfato (988 cm-1) [81 - 83], praticamente desapareceu na
mistura. Estas observagdes, sugerem uma maior contribuigdo do grupo OH
para o espectro da hidroxiapatite relativamente ao grupo fosfato e podem, de
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alguma forma, justificar as caracteristicas do espectro da hidroxiapatite. Os
resultados obtidos por Tudor e colaboradores [81] evidenciam igualmente o
acima referido. Contrariamente, outros autores [84] obtiveram espectros de
hidroxiapatite comercial em que a regido mais sensivel do espectro se situa
préxima de 960 cm1, que corresponde a uma banda associada ao grupo fosfato.

HAp

Ca (OH);

- Ca3 (POy),

Ca (Ot + P — Ca3 (POs)
—~—

+ T +— t + ¥
1400 1200 1000 800 600 400 200
n’ de onda cm !

Fig. 38 - Sobreposi¢io dos espectros de Raman de: HAp; hidréxido de célcio; fosfato tricdlcico-B;

mistura (80:20) de fosfato tricalcico- e hidréxido de célcio; carbonato de célcio.

Os espectros de Raman de amostras de hidroxiapatite tratadas, por um
periodo de 10 dias, com solugdes de 0,9% de NaCl com diferentes pHs,
mostraram-se idénticos aos da hidroxiapatite pura.

Relativamente ao ido carbonato, este ndo parece estar presente na
hidroxiapatite, pelo menos em quantidade significativa, uma vez que a sua
banda mais intensa (1086 cm1) [82], ndo surge no espectro da mesma.
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Na figura 39 estdo representados os espectros de Raman de pds de
hidroxiapatite com diferentes percentagens de fase cristalina. Com a
diminuicio da % de fase cristalina da hidroxiapatite, verifica-se um
alargamento das suas bandas caracteristicas, bem como um deslocamento da
banda mais intensa, de 773 cm-1 para valores superiores, nomeadamente 794 e

828 cm! (figura 39).
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Fig. 39 - Sobreposigio dos espectros de Raman de pés de HAp com diferentes percentagens de fase

cristalina. As percentagens de fase cristalina diminuem pela ordem:verde, vermelho e azul.

Constata-se, igualmente, que, com um aumento da natureza amorfa da
hidroxiapatite, a inflexdo observada a 690 cm-1, emerge como uma banda a 712
em-! (724 cm! no Ca(OH),), o que pode estar associado a uma contribuigido do

grupo OH para o espectro resultante.

Efeito da presenca de catides metdlicos nos espectros de Raman da

hidroxiapatite:

Titani
Na figura 40 estdo representados os espectros de Raman obtidos de

amostras referentes a diferentes concentragdes de catido titdnio e a um tempo
de incubagio de 10 dias, bem como o espectro da hidroxiapatite pura.
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O titanio tem um efeito dréstico na estrutura da hidroxiapatite, o que se
reflecte nos correspondentes espectros. Para uma concentragdo de titanio de 100
ppm, nio existem diferengas entre o espectro do sélido obtido e da
hidroxiapatite pura, mas para concentragées da ordem dos 360 ppm, as
amostras obtidas apresentam novas bandas que se tornam progressivamente
mais intensas e melhor definidas a medida que a concentragdo de catido

aumenta.

HAp

100 ppm

360 ppm

400 ppm

440 ppm

500 ppm

1000 ppm

2000 ppm

Al

1400 1200 1000 800 600 400 200
n® de onda em- !

Fig. 40 - Sobreposigdo dos espectros de Raman da HAp e de p6s obtidos ap6s 10 dias de incubagao

de HAp em solugdes 0,9% NaCl com diferentes concentragdes de catido Ti.

Para as amostras referentes a uma concentragao de titdnio de 400 ppm, o
espectro de Raman é dominado por quatro bandas, a 1003, 774 (possivelmente
relativa ao grupo OH), 479 e 278 cm-!. Estas bandas sofrem alteragbes
consideraveis nas amostras referentes ao intervalo de concentragdo de 400-500
ppm, como pode ser observado na figura 40. O espectro da amostra para uma
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concentracio de 500 ppm é relativamente mais complexo, com bandas mais
estreitas, nomeadamente a 987 (relativa ao grupo fosfato), 708, 484, 439
(possivelmente também relativa ao grupo fosfato), 348, 300, 265 e 120 cm-1. Este
facto sugere a ocorréncia de uma reacgao entre o catido titanio e a hidroxiapatite
com a consequente formagdo de um novo composto a base de fosfato.

\ 5 min.

HAp

4 + + T T AS
1400 1200 1000 800 600 400 200
n* de onda cm !

Fig. 41 - Sobreposigdo dos espectros de Raman da HAp e de pos obtidos apés diferentes tempos de

incubagio de HAp em solugdes 0,9% NaCl com uma concentragao de 500 ppm de catido Ti.

Os espectros de Raman das amostras referentes a concentragdes em catido
titanio de 1000 e 2000 ppm, exibem bandas semelhantes as obtidas para 500
ppm, mas ligeiramente mais estreitas. A alteragao na largura das bandas sugere
um aumento da cristalinidade do composto, para concentragdes crescentes do

catido titanio na solugio de incubagdo.

Os espectros das amostras obtidas com uma concentragao de titdnio de 500
ppm, apés diferentes tempos de incubagdo, estao representados na figura 41.
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Verifica-se que mesmo para amostras referentes a um tempo de ensaio
bastante reduzido (5 minutos), o espectro apresenta diferengas significativas
relativamente ao da hidroxiapatite, sendo dominado por quatro bandas largas
que se alteram consideravelmente (ganham intensidade e tornam-se mais
nitidas) até um tempo de incubagdo de 10 dias. A formagao do composto de
fosfato com titanio incorporado, depende, portanto, do tempo de incubagao,
verificando-se uma evolucio do composto com o tempo, muito semelhante a
que ocorre com o aumento da concentragao.

Na figura 42, estdo representados os espectros obtidos para as seguintes
misturas: ,
- mistura sélida (1:1) de TiO; e HAp (fig. 42 a));

- mistura sélida (1:1) de TiO; e do pé obtido apds dias de incubagao
de HAp em solugdo 0,9% de NaCl com uma concentragao de 500
ppm de catido Ti (fig. 42 b)); :

bem como o espectro do éxido de titanio (fig. 42 c)).

Com estas amostras pretendeu-se averiguar a possibilidade de a substancia
obtida consistir numa simples mistura de hidroxiapatite e 6xido de titAnio(IV),
de se ter formado unicamente um 6xido de titanio(IV), ou, ainda, de ter
ocorrido a formacio de duas fases distintas, nomeadamente, de um 6xido de
titanio(IV) e de um possivel fosfato do mesmo elemento.

O espectro de TiO, (identificado por difracqdo de raios X como sendo
anatase) é caracterizado por um pico intenso a 144 cm-1, que, caso corresponda
ao que surge a 142 cm'! nas amostras com titanio, se apresenta com muito
maior intensidade. Quando se comparam os espectros representados nas
figuras 42 a) e 42 b), o efeito mais significativo observado € o de que o 6xido de
titinio(IV) produz espectros Raman muito mais intensos que 0 composto que
contém titanio. Isto é evidenciado pelo facto de a mistura exibir praticamente
s6 as bandas do éxido de titanio(IV). Os resultados sugerem portanto, que o
6xido de titanio(IV) ndo é o constituinte principal da composicao da fase s6lida
formada.

Por comparagdo do espectro do composto rico em titinio, com o
correspondente 2 mistura TiO2+HAp, pode-se também concluir que o novo
composto ndo se comporta como uma simples mistura das referidas fases,
confirmando-se que o catido titdnio em solugdo reage com a hidroxiapatite para

formar uma nova fase sdlida.
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Fig. 42 - Espectros de Raman de: a) mistura s6lida (1:1) de TiOp e HAp; b) mistura sélida (1:1) de
TiOy e do p6 obtido ap6s 10 dias de incubagdo de HAp em solugdo 0,9% NaCl com uma
concentracio de 500 ppm de catido Ti; c) TiOz.

70



8.9337 4

6.24e9 |

9.5682 J

Intensidade

0.3723% L

8.1867 1

1488 1200 1000 800 €00 99 200
n* de onda cm'!

Fig. 43 - Sobreposigio dos espectros de Raman da amostra designada por "mistura”(a vermelho) e
do p6 obtido apés 10 dias de incubagio de HAp em solugdes 0,9% de NaCl com uma concentragao

de 500 ppm de catido Ti (a verde).

Na figura 43, encontram-se sobrepostos os espectros de uma amostra
referente a uma concentragio inicial de 500 ppm de catido titanio, incubada por
um periodo de 10 dias, e do sélido designado por "mistura”, cuja preparacao se
encontra descrita na pagina 34, obtido apés incubagdo pelo mesmo periodo de
tempo. Nao se observam diferengas significativas nos dois espectros, sugerindo
que em ambos 0s casos estd presente 0 mesmo composto.
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Fig. 44 - Sobreposigdo dos espectros da amostra designada por "mistura” obtida ap6s diferentes

tempos de incubagao: 2h (a vermelho), 120h (a verde), 240h (a azul).
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E de realcar, no entanto, o facto de a cinética de formagdo do composto em
causa nao ser idéntica para ambas as preparagdes, dado o espectro da amostra
designada por "mistura”, quando incubada por um periodo de 120 h (figura 44)
ainda ndo apresentar a complexidade do espectro referente a outra preparagao
(HAp incubada numa solugdo de 0,9% de NaCl com 500 ppm de catidao Ti)
(figura 41).

Aluminio

Os espectros de Raman obtidos para as amostras referentes a
concentrag¢des iniciais em catiao metalico de 100, 500, 1000 e 2000 ppm € um
tempo de incubagdo de 10 dias, néo diferem do da hidroxiapatite pura, o que
sugere que, para as condicdes referidas, o aluminio ndo foi integrado na
hidroxiapatite em quantidade suficiente para alterar a sua natureza cristalina e
molecular de forma detectdvel por espectroscopia de Raman.

Vanddio

Os espectros de Raman das amostras referentes a uma concentragio inicial
de catiio metélico de 100 ppm e tempos de incubagéo de 2 horas e 10 dias, ndo
apresentam diferengas significativas, quando comparados com o espectro da
hidroxiapatite. Observa-se, no entanto, que a presenca do catido vanadio parece
ter algum efeito na cristalinidade da hidroxiapatite, uma vez que se verifica
um alargamento da banda mais intensa (773 cm-1), para a amostra referente a
um tempo de incubagio de 2 horas, relativamente a correspondente ao
espectro de hidroxiapatite pura, a qual, porém, se torna mais estreita para a
amostra referente a um tempo de incubagdo de 10 dias. A banda caracteristica
do grupo fosfato (959 cm!) ndo foi alterada. Para uma concentragdo superior de
catiio vanadio (500 ppm), ndo se obteve qualquer informagao espectral
relevante, devido a presenga de fenémenos de fluorescéncia.

3.2.2.2.2. Espectroscopia de Infravermelho

Na figura 45, estd representado o espectro de infravermelho da
hidroxiapatite pura. Nele podem ser identificadas as frequéncias
correspondentes aos modos vibracionais caracteristicos do grupo POs*,
nomeadamente a 1093, 1034, 962, 604 e 565 cm-1 [67, 81, 84, 85], bem como a
frequéncia caracteristica do grupo OH", a 631cm-! [67, 81, 84].

A 1639 cm-! surge uma banda muito ténue, correspondendo
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possivelmente a 4gua adsorvida [82, 84, 85].

A percentagem de carbonato na hidroxiapatite é extremamente reduzida,
| conduzindo a uma muito baixa absorgio nas regides de 1415-1500 cm-l, e
absorcdo nula na zona de 879 cm™1 do espectro (zonas caracteristicas das bandas

do grupo CO;3 ') [81, 82, 85].
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Fig. 45 - Sobreposigao do espectro de infravermelho da HAp (a vermelho) com o correspondente

espectro de Raman (a verde).

Na figura 46, apresentam-se sobrepostos os espectros da hidroxiapatite
pura e de uma amostra referente a uma concentragao inicial de 500 ppm de Ti,

e um tempo de incubagdo de 2 horas.
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Fig. 46 - Sobreposicao dos espectros de infravermelho da HAp (a vermelho) e do pé obtido ap6s
2h de incubagio de HAp em solugio 0,9% NaCl com uma concentragao de 500 ppm de catido Ti (a

verde).
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Com a presenga do catido Ti verifica-se o aparecimento no espectro de
infravermelho de novas bandas pouco intensas, no intervalo de 400 a 523 cm-l.
As bandas, que surgem no espectro da hidroxiapatite a 565 e 604 cm-1,
caracteristicas do grupo fosfato, sdo praticamente eliminadas, bem como a
referente A ligagdo OH . As bandas a 1093, 1034 e 962 cm-1, igualmente
caracteristicas do grupo PO43, reduzem-se a uma sb, a 1026 cm-1, mais larga,
indicando uma possivel diminuigdo da cristalinidade do composto envolvido,

comparativamente com a da hidroxiapatite.

A banda caracteristica da d4gua a 1632 cm'! torna-se muito mais intensa,

sugerindo tratar-se de um composto hidratado.

Com o aumento do tempo de incubagéo para 10 dias (figura 47), o espectro
mostra um deslocamento da banda de maior intensidade, caracteristica do
grupo PO43, bem como da banda que para um tempo de incubago de 2 horas
surge assinalada a 791 cm-!, para valores inferiores de nimero de onda. A
primeira surge também parcialmente resolvida em varios componentes.

10t 16
e A"\’JA“"
T T N T T T T T / Vo \‘ w: i
»\l }’ ! \\ . Vi . ‘. \\ ;
o o ; i : .
B/ 3 \ - L '
iy il \ o H } o i
3 K o 2 :
| . ‘Y i A Iy Col
g ) \ ’ 3%
§ : \ ! B -
4 n
E ! b3
: !
2 " «'\ "‘
g !
(= gl /
i
8.8973 1 \/ |
]!
-
gt
SR

2009 1800 1600 1408 1200 1008 880 1) 400
n* de onda cm!

Fig. 47 - Sobreposicao dos espectros de infravermelho da HAp (a vermelho) e do p6 obtido ap6s
10 dias de incubagio de HAp em solugéo 0,9% NaCl com uma concentragio de 500 ppm de catido

Ti (a verde).

No intervalo de 650 a 450 cm-!l, emergem trés novas bandas,
respectivamente a 642 cm-! (possivelmente devido a presenca do grupo OH)
[67, 81, 84], 577 e 467 cm™! (ambas referentes ao grupo PO4%) [67, 81, 84, 85].

A banda a 1632 cm-!, caracteristica da 4gua, mantém praticamente a sua

intensidade com o aumento do tempo de incubagao.

74




3.2.2.3. Anilise de superficies

3.2.2.3.1. Espectroscopia fotoelectrénica de raios-X (XPS)

Os espectros de XPS ndo mostraram evidéncia de contaminagao das
amostras analisadas por silicio, proveniente do substrato adesivo. No entanto,
foi detectada a presenga de cloro e carbono. A contaminagao de cloro deve-se ao
facto de as amostras terem sido incubadas numa solugdo de 0,9% de NaCl.
Embora os sélidos tenham sido submetidos a 5 ciclos de lavagem seguidos de
centrifugacio, aquele elemento ndo foi completamente eliminado. A presenca
de carbono deve-se, possivelmente, a contaminagao atmosférica.

Os valores experimentais das razdes elementares Ca/P, Ti/P, P/O, Ti/Ca,
Ti/(Ca+Ti), P/(Ca+Ti), obtidos para amostras de hidroxiapatite incubadas em
solugées de 0,9% de NaCl com diferentes concentrages de catido Ti, sdo
representados na tabela 13. :

Tabela 13 - Valores experimentais das relagdes elementares Ca/P, Ti/P, P/0O, Ti/Ca,

Ti/(Ca+Ti), P/(Ca+Ti), para diferentes concentragdes de catiao Ti.

mippm 2§ B I T P
P P 0) Ca Ca+Ti Ca+Ti
200 0,95 0,15 0,20 0,15 0,87 091
400 0,07 0,62 0,17 8,45 0,89 1,44
500 0,02 0,61 0,16 32,83 0,97 1,59
1000 0,02 0,54 0,17 35,50 0,97 1,79

Para a concentracao inicial de 200 ppm, a razdo Ca /P encontrada (0,95),
afasta-se significativamente da razdo estequiométrica caracteristica da
hidroxiapatite (1,67). Para concentragdes de titanio em solugdo superiores a 200
ppm, a razdo Ca/P diminui drasticamente, verificando-se o oposto para a razao
Ti/P. Os resultados obtidos sugerem que o titdnio reage com a hidroxiapatite
dando origem a formagao de um fosfato de titanio. A presenga de Ti no sélido
est4 associada uma diminuicdo da concentragio de Ca no mesmo, sendo esta
tanto menor quanto maior o teor de catido metalico em solugao. Para teores de
Ti da ordem dos 500 ppm ou superiores, a razdo Ca/P mantém-se constante e
com um valor bastante reduzido (0,02), o que indica que permanece no sélido
muito pouco célcio.

O facto de a razio P/O se manter praticamente constante com o aumento
da concentracdo de Ti est4 igualmente de acordo com a formagao de um fosfato
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de titdnio, como consequéncia da interacgdo em meio hidrotermal do catido
referido com a hidroxiapatite.

Tabela 14 - Valores experimentais das relagdes elementares Ca/P, Ti/P, P /0, Ti/Ca,
Ti/(Ca+Ti), P/(Ca+Ti), para diferentes tempos de incubagao.

Tempo de incubagio Ca Ti P Ti Ti P
(h) P P () Ca Ca+Ti Ca+Ti
0,5 0,05 0,62 0,17 11,56 0,92 1,47
24 0,05 0,57 0,18 11,03 0,92 - 1,60
120 0,04 0,66 0,15 16,56 0,94 1,42
240 0,02 0,61 0,16 32,83 0,97 1,59

Como se pode observar na tabela 14, apds incubagdo de amostras de
hidroxiapatite em solugdes de 0,9% de NaCl com uma concentragao de 500

ppm de Ti, por um periodo de 30 minutos, obtém-se valores de razdes

elementares muito préximos dos obtidos apés 240 h de incubagao, pelo que s€

pode concluir que os fenémenos envolvidos ocorrem rapidamente, nos

primeiros minutos de incubagao.

3.2.2.3.2. Espectroscopia de massa de ides secundérios - tempo de véo (Tof-
SIMS)

Como foi referido no capitulo de métodos experimentais, foram obtidos
espectros de massa de ides positivos e negativos . Os resultados relativos a cada
tipo de espectro sdo apresentados seguidamente:

Tof-SIMS de ides positivos

Na figura 48 est4 representado o espectro Tof-SIMS de ides positivos da
hidroxiapatite bem como de amostras correspondentes a concentragdes iniciais
de Ti de 200 e 500 ppm. Observa-se que o espectro da hidroxiapatite ¢ dominado
pelo ido Caa m/z 40. O pico assinalado a m/z 57 corresponde a CaOH?*. O catido
Tindo se encontra presente como contaminante, dado ndo surgir assinalado a
m/z 48.

Analogamente ao verificado por andlise XPS dos sélidos obtidos apds
incubagdo da hidroxiapatite em solugoes de 0,9% de NaCl com diferentes
concentracdes de catido metalico, a presenca de Ti é detectada nas amostras em
estudo, ja que surge um pico correspondente a ides positivos com m/z 48. Com
o aumento da concentracio de Ti em solugdo, verifica-se um aumento da

76




Contagens

Contagens

Contagens

intensidade relativa deste pico (m/z 48) e uma diminuigdo da intensidade do
correspondente ao célcio (m/z 40) (figura 48), o que suporta a ocorréncia de
incorporagio de Ti no sélido com perda de Ca para a solugao.
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Fig. 48 - Espectros Tof-SIMS de iGes positivos de a) HAp; b) p6 obtido apés 10 dias de incubagdo
de HAp em solugdes 0,9% NaCl com uma concentragao de 200 ppm de catido Ti; c) idem com uma

concentragio de 500 ppm de catido Ti.

Para estabelecer uma relagio semi-quantitativa entre o Ca e o Ti na
superficie das amostras analisadas, foi feita a analise da razdo de areas dos
respectivos picos caracteristicos. Verificou-se que a quantidade de Ti detectada
no sélido em estudo aumenta com a concentragido de catido presente na
solucdo de incubagdo e que a razdo de dreas atinge um patamar a 500 ppm

(tabela 15).
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Tabela 15 - Relagao de reas dos picos de Ti e Ca para p6s obtidos apés incubagio de HAp em

solugdes 0,9% NaCl com diferentes concentragdes de catido Ti.

[Til Relagio de Areas
m/z 48

ppm (m/z 48)+(m/z 40)

200 0,16

400 0,84

500 0,94

1000 0,92

Na tabela 16, estd representada a razdo de dreas para as amostras sélidas
obtidas apés incubagdo da hidroxiapatite por diferentes periodos de tempo, em
solucdes de 0,9% de NaCl, com uma concentragdo de 500 ppm de Ti.

Tabela 16 - Relagdo de dreas dos picos deTieCa para pés obtidos apés incubagdo de HAp por
diferentes periodos de tempo, em solugdes 0,9% NaCl com uma concentragdo de
500 ppm de catido Ti.
Tempo de incubagio Relagio de Areas
(h) m/z 48
(m/z 48) + (m/z 40)
0,5 0,90
24 0,90
120 0,92
240 0,94

Estes dados confirmam o que foi observado na analise de XPS, isto & que a
incorporagio do Ti no sélido, ocorre rapida e quase completamente durante os
primeiros 30 minutos de incubagdo, j& que a sua concentragdo se mantém
constante com o aumento do tempo de incubagdo para além deste valor.

Tof-SIMS de ides negativ
Os espectros de ides negativos de Tof-SIMS obtidos para a HAp e para

amostras de HAp incubadas em solugdes de 0,9% de NaCl com concentragoes
de Ti de 200 e 500 ppm, estdo representados na figura 49.
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Fig. 49 - Espectros Tof-SIMS de iGes negativos de: a) HAp m/z 0-100; b) HAp m/z 100-200 ; ) p6
ob.tido apés 10 dias de incubagdo de HAp em solugdes 0,9% NaCl com uma concentragio de 200

ppm de catido Ti; d) idem com uma concentragao de 500 ppm de catido Ti.
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Os anides de massa m/z 16 e 17 podem ser atribuidos a O-e OH,
respectivamente, e os anides de massa m/z 47, 63 e 69, podem ser atribuidos a
fragmentagdo dos grupos de ortofosfato presentes na hidroxiapatite, isto ¢, PO,
PO,-e POj3-, respectivamente. Para uma concentragdo de 200 ppm de Tij,
verifica-se o aparecimento de ides a m/z 143 e m/z 159, identificados
respectivamente como [TiPO4] e [TiO. PO4]".

Com o aumento da concentracio de Ti (500 ppm), as intensidades
relativas dos ides m/z 143 e m/z 159, também aumentam. '

Os resultados obtidos sugerem que o Ti se encontra incorporado nos
sélidos, sob a forma de um fosfato de titanio.

3.2.2.4. Anidlise Termogravimétrica
Hidroxiapatite

A anélise termogravimétrica da hidroxiapatite indica que o composto
perde em média 6,2 % da sua massa inicial desde a temperatura ambiente até a
temperatura final de ensaio (1000°C) (figura 50).
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Fig. 50 - Curvas TG/DTG - HAp.

De acordo com Legeros e colaboradores [87], as apatites sintéticas,
preparadas por via hidrotermal, apresentam dois tipos de dagua,
nomeadamente agua adsorvida e 4gua de cristalizagdo. Os mesmos autores
referem que estas hidroxiapatites sdo geralmente nao estequiométricas,
devendo-se a sua ndo estequiometria a presenga de HPO42. A agua de
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cristalizagio nestes compostos pode portanto resultar da substituicdo de iGes
OH- na rede apatitica por moléculas de H>O, ou substituigdo de iGes PO43 por
HPO,2 .

No intervalo de 25 a 200°C, a diminuicdo de massa da hidroxiapatite
verificada experimentalmente, deve-se possivelmente a perda reversivel de
humidade residual a sua superficie. Entre 200 e 400°C, a perda de massa
"observada poder-se-ia atribuir & presenga de dgua de cristalizagdo, ndo
parecendo no entanto ser o caso, dado tratar-se de um fenémeno continuo ao
qual nio corresponde uma temperatura de transformacdo bem definida. A
reduzida perda de massa verificada acima de 850°C, pode corresponder a uma
ligeira desidratagdo irreversivel da hidroxiapatite, consequéncia da
decomposi¢do dos ides hidréxido de acordo com a reacgdo, que conduz a
formagdo de oxihidroxiapatite [41, 88, 89]:

Ca,5(PO,){(OH), — Ca};(PO,)4(OH),,, 0,0, + xH,O

( O corresponde a lacunas nas posi¢des de OH na rede).

Durante o arrefecimento e na presenca de vapor de dgua, a reacgdo de
equilibrio, desloca-se para a esquerda, estabilizando a hidroxiapatite. Os ensaios
de analise térmica foram realizados numa atmosfera de ar pelo que o produto
final obtido apés ensaio continua a ser hidroxiapatite, de acordo com a reacgao
acima indicada.

Procedeu-se igualmente & andlise termogravimétrica do composto
CaHPO4.2H,0 cujo termograma se encontra representado na figura 51.
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Fig. 51 - Curvas TG/DTG - CaHPO4.2H20.
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Titanio

O comportamento térmico das amostras obtidas nas experiéncias
realizadas com diferentes concentragdes iniciais de catido Ti é muito
semelhante (figura 52), sendo o valor médio da percentagem de perda de massa
relativo a cada tipo de amostra ensaiada o representado na tabela 17. Este facto
.indica que, os fenémenos térmicos que ocorrem no intervalo de temperaturas
considerado (25-1000°C) sio semelhantes, pelo que as amostras deverdo ser

idénticas quanto aos compostos que as integram.
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Fig. 52 - Curvas TG/DTG - Pés obtidos apés incubagdo de HAp em solugdes 0,9% NaCl com

diferentes concentragdes de catido Ti.

Tabela 17 - Am (%) nos ensaios de TG/DTG - Pé6s obtidos apés incubagao de HAp em solugbes
0,9% NaCl com diferentes concentragdes de catido Ti e po designado por
"mistura”.
Designagdo das amostras Am (%)

500 ppm Ti 24,7

1000 ppm Ti 25,0

2000 ppm Ti 24,1

Mistura 25,8

A perda de massa inicia-se a temperatura ambiente, continuando até uma
temperatura préxima de 420°C, onde praticamente estabiliza. Até cerca de
190°C, a diminuicdo de massa verificada deve-se possivelmente a perda de
agua adsorvida e 4gua de cristalizagdo. No intervalo de 190 a 270°C ocorre uma
variagdo significativa na velocidade de perda de massa, sendo maxima a
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decomposicio do(s) composto(s) envolvido(s) a uma temperatura préxima de
250°C.

Os sélidos designados por "mistura” cuja preparagéo se encontra descrita
no subcapitulo 2.3.4., padg. 34, apresentam um comportamento térmico
semelhante ao dos obtidos por incubagdo de hidroxiapatite em solugdes com
diferentes concentragdes de catido Ti, se bem que a transformagao verificada
'para estas amostras a 250°C, surja nas amostras de mistura a uma temperatura
mais elevada (= 400°C) e de uma forma menos evidente. No entanto, o valor
médio obtido para a perda de massa é da mesma ordem de grandeza, como se

pode observar na tabela 17.

Aluminio

As amostras obtidas em experiéncias com diferentes concentragdes de
catido Al tém igualmente um comportamento térmico muito idéntico para as
condicdes de ensaio usadas (figura 53), verificando-se, no entanto, uma perda
de massa percentual mais reduzida para as amostras referentes a concentragdes
iniciais de catiio metélico de 500 ppm (tabela 18). Para estas amostras observa-se
uma ligeira inflexdo da curva de Am (%), a temperatura de 830°C, indicando a
ocorréncia de um fenémeno térmico acompanhado de uma ligeira perda de

massa.
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Fig. 53 - Curvas TG/DTG - P6s obtidos ap6s incubagao de HAp em solugdes 0,9% NaCl com

diferentes concentragdes de catido Al
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Tabela 18 - Am (%) nos ensaios de TG/DTG - Pés obtidos apés incubagio de HAp em solugdes

0,9% NaCl com diferentes concentragdes de catido Al.

Designag¢io das amostras Am (%)
500 ppm Al 15,6
1000 ppm Al 24,0
2000 ppm Al 23,3

Para amostras mais concentradas (1000 e 2000 ppm), verifica-se uma
diminuicdo acentuada de massa até aproximadamente 200°C, possivelmente
devido a perda de dgua adsorvida e de cristalizagdo. Para temperaturas
superiores, a diminui¢dio de massa ocorre de uma forma continua, com
tendéncia para estabilizar. A perda de massa verificada podera ser consequéncia
da despolimerizagdo de hidroxocomplexos poliméricos presentes no sélido.

Vandadio

O comportamento térmico observado para as amostras obtidas nas
experiéncias com diferentes concentragbes de vanadio apresentou-se muito
dependente da concentragio inicial de catido metdalico. Na tabela 19 estdo
representados os valores médios de perda de massa para as amostras estudadas.

Tabela 19 - Am (%) nos ensaios de TG/DTG - Pés obtidos ap6s incubagdo de HAp em solugoes

0,9% NaCl com diferentes concentragdes de catido V.

Designa¢io das amostras Am (%)
500 ppm V 20,6 %
1000 ppm V 33,4%
2000 ppm V 22,3%

A anilise termogravimétrica de amostras referentes a uma concentragao
inicial de catiio vanadio de 500 ppm, indica a ocorréncia de uma diminuigao
de massa até uma temperatura préxima de 200°C, que corresponde
possivelmente a perda de 4gua adsorvida e dgua de cristalizacdo (figura 54). De
200 a 800°C, o(s) composto(s) resultante(s), sofre(m) uma ligeira diminuigdo de
massa, verificando-se neste intervalo um méaximo na curva dm/dt para uma
temperatura de aproximadamente 520°C. Entre 800 e 1000°C, ocorre novamente
uma decomposi¢do térmica conducente a uma perda significativa de massa,
sendo a temperatura correspondente de transformagao de aproximadamente
950°C.
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Fig. 54 - Curvas TG/DTG - Concentragéo inicial de catido V de 500 ppm.

As amostras referentes a uma concentragdo inicial de V de 1000 ppm
(figura 55), apresentam um comportamento térmico muito semelhante ao
verificado para amostras menos concentradas em catido metalico (500 ppm) no
intervalo de temperaturas de 25 a 400°C, se bem que o valor médio de perda de
massa correspondente seja mais elevado (tabela 19). Entre 200 e 580°C, o sélido
mantem-se praticamente estavel, verificando-se unicamente a ocorréncia de
um ligeiro aumento de massa, a que corresponde um minimo na curva dm/dt
a uma temperatura de 460°C. Este facto poderéd estar relacionado com a
ocorréncia de um processo de oxidagdo. No intervalo de temperaturas de 580 a
850 °C surge nova decomposicdo térmica que se processa em duas etapas e de
que resulta um produto que se apresenta estdvel até a temperatura final de

ensaio (1000 °C).
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Fig. 55 - Curvas TG/DTG - Concentragao inicial de catido V de 1000 ppm.
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Parte do sélido analisado sofreu fusdao durante o ensaio, dando origem a
uma mistura onde é evidente a presenca de mais de uma fase. O mesmo
fenémeno foi observado para as amostras com uma concentragdo inicial de 500
ppm de V. A anélise por difracgdo de raios X dos residuos sélidos obtidos,
permitiu identificar as seguintes fases: 500 ppmV- HAp (PDF: 9-432), V205 (PDF:
9-387), Ca3zV,Og (PDF: 28-347), 1000 ppmV- V205, v-CaSOy (PDF: 26-329), B-Cay POy
_(PDF: 9-346). :

As amostras referentes a uma concentragdo inicial de 2000 ppm (figura
56), apresentam um comportamento térmico caracteristico de um composto de
elevada pureza. A perda de massa inicia-se a aproximadamente 85°C
continuando até cerca de 170°C, devendo-se possivelmente a uma perda de
dgua de cristalizagdo. Esta perda ocorre num unico passo e 0 composto anidro
resultante, mantém a sua massa constante até a temperatura final de ensaio
(1000°C). A velocidade de decomposigdo do sélido em estudo é maxima a uma
temperatura de 128°C.
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Fig. 56 - Curvas TG/DTG - Concentragio inicial de catido V de 2000 ppm.

3.2.2.5. Difracgdo de raios X

Na tabela 20, estdo representadas as distancias recticulares (dobs - distancia

observada), resultantes da leitura do radiograma da hidroxiapatite (figura 57
a)), e as distancias calculadas (dcalc - distdncia calculada) utilizando os

parametros tedricos da rede cristalina : ap= 9,418 A, c,= 6,884 A [41, 42].

Os valores observados sdo muito préximos dos referidos na ficha de
difracgio (JCPDS-PDF: 9-432) (dcalc), sendo o desvio inferior a 4%. Nao é

evidenciada a presenca de qualquer outra fase, pelo que se trata de
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hidroxiapatite pura ou com teores inferiores a 5% de outros compostos
cristalinos. O radiograma apresenta, no entanto, halos aos pequenos angulos,
que podem ser em parte provenientes da fase amorfa da hidroxiapatite, o que
indica que a hidroxiapatite usada nao é 100% cristalina. A presenca dos halos
referidos pode ainda dever-se & absorgdo preferencial do espectro continuo da
» radiacdo utilizada, uma vez que este é obtido por transmissédo e a radiagdo nao é

_totalmente monocromatica. O espectro continuo que a acompanha, apesar de
filtrado, tem um comprimento de onda minimo Amin=12400/ 40000=0,31A que
atinge 0 maximo de intensidade a cerca de 2xlmin=0,62A, para as cohdiqées de
excitagdo (40KV).

Tabela 20 - Valores das distancias recticulares do espectro da HAp, intensidades (mF-muito

forte, F-forte, m-média, f-fraca) e indices dos planos.

d (obs.) d (calc.) I hkl
(A) (A) (visual)
10,155 - m -
8,036 8,155 F 100
6,223 - m -
5,199 5,260 m 101
4,647 4,711 f 110
3,910 4,077 m 200
3,887 111
3,398 3,437 F 002
3,052 3,087 F 210
2,768 2,813 mF 211
2,778 112
2,641 2,718 m 300
2,576 2,628 m 202
2,493 2,529 f 301
2,239 2,296 F 310
2,262 212.
2,124 2,149 m 311
2,048 2,062 m 113
1,921 1,943 F 222
1,875 1,890 m 312
1,827 1,840 F 213
1,782 1,806 f 321
1,763 1,779 f 410
1,707 1,721 F 004
1,723 411
1,636 1,644 m 322
1,643 223
1,599 1,611 f 313
1,567 1,587 m 501
1,585 204
1,528 1,530 m 331
1,494 1,502 m 214
1,504 421
1,464 1,475 m 502
1,445 1,465 F 510
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<)
Fig. 57 - Radiogramas de: a) HAp; b) HAp incubada em solugéo 0,9% NaCl por um periodo de 10

dias; c) idem por um periodo de 230 dias.

Os espectros de difracgao da hidroxiapatite para tempos de incubagao de 10
dias e 230 dias em solugdes de 0,9% de NaCl, mostram alteragdes significativas
na sua estrutura. Com o aumento do tempo de incubagdo, a hidroxiapatite
sofre um processo de alteragdo estrutural (incluindo dissolugdo) que afecta a
sua cristalinidade, isto é, arranjo estrutural (defeitos e desordem na rede
cristalina), que ndo deve ser confundida com a distor¢gao e tamanho dos
cristalitos (amorfizagdo mecénica).

b)
Fig. 58 - Radiogramas da: a) HAp; b) HAp ap6s aquecimento a 1000°C durante 1h.
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Os espectros de hidroxiapatite (radiogramas e difractogramas), tal qual e
ap6s aquecimento a 1000°C durante 1 hora (figuras 58 e 59)), além de ndo
registarem qualquer outra fase, evidenciam uma melhor resolugdo (riscas mais
intensas e estreitas).

—n ,\..__A_M/\.Awd_‘_,u , LL\_L* . Aw.....a--:)-

Fig. 59 - Difractograma da: a) HAp; b) HAp ap6s aquecimento a 1000°C durante 1h.

Influéncia do presenca dos catides Ti, Al e V, na estrutura cristalina da
hidroxiapatite

Titanio

Na figura 60, estio representados os difractogramas da fase sélida
resultante do tratamento da hidroxiapatite com solugées de NaCl com
diferentes concentragdes de catido Ti, incubadas durante 10 dias, bem como
para a amostra designada por "mistura” (tentativa de precipitagio de um
fosfato de titanio a partir de hidrogenofosfato de sédio hidratado e solugao de
cloreto de titanio, ver pag. 34), incubada por igual periodo de tempo. A adigdo
de catido Ti a hidroxiapatite provoca a destrui¢io da sua estrutura para
concentracdes préoximas de 400 ppm. Aumentando a concentragdo de Ti em
solugdo, o sélido formado, praticamente amorfo, parece constituir o embrido
de uma nova fase que, para concentragdes mais elevadas de Ti, evolui,
tornando-se pobremente cristalino.

Relativamente a "mistura”, verifica-se que o seu espectro é muito
semelhante ao caracteristico das amostras obtidas por incubagdo da
hidroxiapatite nas solugdes mais concentradas em Ti (500, 1000 e 2000 ppm).
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Fig. 60 - Difractogramas dos pés obtidos ap6s 10 dias de incubagdo de HAp em solugdes 0,9% NaCl
com diferentes concentragdes de catiio Ti e do p6 designado por "mistura”, obtido ap6s igual

tempo de incubagao.
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Fig. 61 - Difractogramas dos p6s obtidos ap6s 230 dias de incubagio de HAp em solugdes 0,9%
NaCl com diferentes concentragdes de catido Ti e do p6 designado por "mistura”, obtido apés
igual tempo de incubagdo.
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1000 ppm Ti

Mistura
Fig. 62 - Radiogramas dos pés obtidos ap6s 230 dias de incubagio de HAp em solugdes 0,9% NaCl
com diferentes concentragdes de catido Ti, da HAp e do p6 designado por "mistura’, obtidos ap6s
igual tempo de incubagao.
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Estudos subsequentes revelaram que a formagao e cristalinidade da nova
fase identificada sdo fungdo da temperatura e do tempo de incubagdo e
praticamente independentes da concentragao de Ti para teores de 1000 e 2000
ppm. Nas figuras 61 e 62 estao representados, respectivamente, os
difractogramas e radiogramas da fase s6lida para diferentes concentragdes de
catiao metélico e um periodo de incubagado de 230 dias.

<)

Fig. 63 - Radiogramas dos pés obtidos ap6s incubagao de HAp em solugao 0,9% NaCl com uma

concentragao de 500 ppm de catido Ti, por um periodo de: a) 5 dias; b) 10 dias; c) 230 dias.

A comparagao desta série de resultados com os obtidos para um periodo
de incubagdo de 10 dias (figura 60), mostra que o factor tempo tem uma certa
influéncia no grau de cristalinidade do(s) composto(s) envolvido(s), mas que a
cinética de cristalizagdao do(s) mesmo(s) é bastante lenta para a temperatura em
questao, isto é, 37°C. Na figura 63, estdao representados os diagramas das fases
sélidas obtidas, para uma mesma concentragao de Ti da solugdo de tratamento
(500 ppm), e varios periodos de incubagao. A sua andlise confirma igualmente
0 anteriormente afirmado. Por sua vez, um aumento da temperatura de
incubagéo, parece promover o aumento da cristalinidade da fase sélida, o que é
evidenciado pelos difractogramas da figura 64.
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Fig. 64 - Difractogramas dos p6s obtidos apés incubagao de HAp em solugio 0,9% NaCl com uma
concentracio de 500 ppm de catido Ti: a) 37°C; b) 65°C.

Tabela 21 - Dados comparativos dos compostos caracterizados em [90] e do composto em
estudo.
dobs /A dobs /A dobs /A
a - TiP Y - TiP Composto em
estudo
- 11,600 -
- - 10,669
- - 9,054
7,604 - 7,557
- - 6,458
- 5,560 5,193
- - 4,854
- - 4,530
4,261 4,297 -
4,232 - -
4,046 3,951 4,077
- 3,854 3,705
3,457 3,558 3,579
3,422 3,450 3,373
- 3,300 -
3,150 3,170 3,144
3,026 3,058 2,913
2,876 - 2,810
- 2,786 2,710
2,611 - 2,651
2,585 2,590 2,550
2,533 2,552 -
2,503 2,526 -
2,494 2,450 2,460
2,390 - -
2,374 2,336 -
2,244 2,217 -
2,157 2,150 2,144
2,022 2,080 2,054
1,960 1,986 1,984
1,942 1,951 -
1,875 - -
1,865 1,846 1,839

Assim, a fase sélida rica em Ti, resultante dos ensaios realizados, tem um
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espectro de raios X semelhante aos espectros dos fosfatos de Ti estudados por
Christensen [90], ou, melhor, um espectro compardvel com o resultante da
sobreposigdo das fases a e 7y (tabela 21). Estas fases & e Y sdo compostos de
estrutura em camadas (layer structure) do tipo hidrogenofosfato de titinio
hidratado:

a -Ti (HPO4), HO  (a - TiP)

Y - Ti (HPO4),.2 H20 ('y - TiP)

Acontece, no entanto, que para as diferentes concentragbes de Ti
estudadas e para as condigbes de ensaio utilizadas, a fase em estudo apresenta
sempre as mesmas caracteristicas microestruturais, o que sugere que o material
formado consiste numa tnica fase, ndo parecendo, portanto, tratar-se de uma
mistura das fases (L e Y.

Pode-se admitir, em virtude de se estar em presenga de compostos com
estrutura em camada, que as condi¢gdes do meio possibilitam a formagdo de
uma fase do tipo "mixed layered", isto é, uma mistura estrutural (1:1) dos dois
politipos & - TiP e 'y - TiP. Assim sendo, a camada unitéria resultante, produto
da combinagiao de a-TiP (7,6 A-"layer") e y-TiP (11,6 A-"layer"), tera a
espessura de 19,2 A (001) e os picos submiiltiplos do espectro serdo: 9,6 A (002),
6,4 A (003), 4,8 A (004), 3,84 A (005), para a estrutura considerada na sua
totalidade. Estes valores ajustam-se com bastante aproximagdo aos dos picos
mais importantes do espectro da fase em estudo, o que torna plausivel admitir
a hip6tese de ela possuir uma estrutura do tipo "mixed layered". Esta
conclusdo pode ainda justificar, em parte, a dificuldade de indexagdo dos
espectros destes compostos, o que foi constatado durante a consulta
bibliografica. O facto de os compostos envolvidos serem hidratados acresce
ainda mais a dificuldade de identificagdo dos mesmos, uma vez que a presenga
de moléculas de 4gua em numero varidvel pode provocar fenémenos de
dimorfismo. |

Com o objectivo de aumentar a cristalinidade do(s) composto(s) de Ti em
estudo e facilitar a sua identificagdo, procedeu-se, a semelhanga do que foi feito
para a hidroxiapatite, a0 aquecimento até 1000 °C dos pés provenientes de 10
dias de incubagdo a 37°C de hidroxiapatite em solugées de 0,9% de NaCl com
teores de Ti de: 240, 400, 500, 1000 e 2000 ppm. A figura 65 representa os
difractogramas obtidos para estas amostras. Verificou-se que este aquecimento
nio promoveu o aumento da cristalinidade do(s) composto(s), tendo, no
entanto, provocado alteragdes significativas nos mesmos, alteragdes essas que
se traduziram no aparecimento de novas fases, identificadas pelos seus
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espectros de raios X e indicadas na tabela 22.

Tabela 22 - Fases cristalinas identificadas nos pés submetidos a ciclo térmico.
Designa¢dao das Amostras Fases identificadas
" 240ppmTi B-Ca3 (POs)2 " + HAp
400 ppm Ti CaTig(PO4)s’
500 ppm Ti CaTiq (PO4)g+(TiO)2 PoO7 T +TiP, O7#
1000 ppm Ti CaTig (POy)g+(TiO)2 P2O7 +TiP2 O7
2000 ppm Ti CaTig (POy4 )6 +(TiO)2 P207 +TiP2 O7
Mistura (TiO)2 P07 +TiP2,O7
! .

2000 ppm

1000 ppm

N N " 2 d g

500 ppm

b dmin ikl o sttt

Fig. 65 - Difractogramas dos p6s obtidos apés aquecimento a 1000°C da amostra designada por
"mistura” e das fases provenientes de 10 dias de incubagio de HAp em solugdes 0,9% NaCl com

diferentes concentrag¢ées de catido Ti.

* PDF: 9-169

* PDF: 35-740
t PDF:39-207
1 PDF: 38-1468
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O aquecimento a 100°C durante 1 hora do sélido resultante do tratamento
de hidroxiapatite com uma solugdo de 0,9% de NaCl e 500 ppm de Ti, ndo
provocou alteragdes significativas no mesmo (figura 66).

W n-l‘““*mw

1) 58 56 o4 52 ‘0 48 46 44 42 L 3 36 14 32 30 kL 6 N 22 20 18 16 14 12 10 L] & <4

Fig. 66 - Difractogramas dos pés obtidos apés aquecimento a 100°C(b)) e a 250°C(c)) dos sélidos
obtidos apés 379 dias de incubagdo de HAp em solugao de 0,9% NaCl com uma concentragéo de

catido Ti de 500 ppm, e do sélido ndo aquecido (a)).

No entanto, apés aquecimento posterior a 250°C por igual periodo de
tempo (temperatura a que por analise termogravimétrica se observa a perda
total de possivel dgua de constitui¢do), verificou-se que a fase sélida se torna
amorfa. Este facto confirma a existéncia de fosfatos hidratados, que quando
aquecidos, perdem gradualmente a sua adgua de cristalizagdo (nH;O),
transformando-se em fosfatos anidros amorfos.

Ti (HPO,), . nH,0 — Ti(HPO,), (amorfo) + nH,O

Em resumo, pode-se concluir que o aumento de cristalinidade dos
compostos que se obtém (compostos hidratados) sé pode ser concretizado por
via himida, dado que a dgua de cristalizagdo é estruturalmente necesséria para
a sua existéncia. O aquecimento provoca a sua desidratagdo e consequente
decomposigdo noutros compostos.

Aluminio

Na figura 67 estdo representados os difractogramas dos sélidos obtidos
ap6s 10 dias de incubagdo da hidroxiapatite em solugées 0,9% de NaCl, com
diferentes concentragdes de catido Al. Para uma concentragio de 200 ppm,
observa-se ainda o espectro da hidroxiapatite, o qual se mantém para
concentragdes crescentes de catido metalico. Observa-se, no entanto, uma perda
de defini¢io do mesmo para teores mais elevados de Al (1000 e 2000 ppm),
indicando uma tendéncia para a destruigdo da rede cristalina da hidroxiapatite.
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Fig. 67 - Difractogramas dos p6s obtidos apés 10 dias de incubagao de HAp em solugdes 0,9%

NaCl, com diferentes concentragdes de catido Al

<)
Fig. 68 - Radiogramas de: a) HAp b) e c) p6s obtidos ap6s incubagao de HAp em solugao 0,9%

NaCl com uma concentragao de 2000 ppm de catidgo Al por um periodo de 10 dias e 60 dias

respectivamente.

Aumentando o tempo de incubagdo para 60 dias, o espectro dos s6lidos
obtidos para concentragdes de Al inferiores a 2000 ppm, continua a ser o da
hidroxiapatite. Para 2000 ppm, a andlise conjunta do difractograma e
radiograma (figuras 69 e 68) respectivos, permitiu identificar, com base nas
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fichas de difracgao de raios X (JCPDS-PDF), a presenca de hidréxido fosfato de
aluminio hidratado, Al;1(PO4)(OH)s.38H, O (PDF: 35-704) de fraca cristalinidade,
podendo ainda admitir-se a presenga da fase AlgCl3(OH)15.9H,0 (PDF: 15-119).
Foi também detectado cloreto de sédio (PDF: 5-628). E, no entanto, possivel que a
fase Al11(PO4)(OH)6.38H20 ja se encontre presente no sélido para o periodo de
incubagdo de 10 dias, dado o pico mais intenso do espectro desta fase ja aparecer
_no radiograma respectivo.(método mais sensivel que o difractométrico). '

<)
PRIV N " " A..Luum " il nad JMW‘“ ol il b sl ok J;:M

a)
w_‘ o .JL—IIAM

0 s 56 34 82 30 LU T S 1) 42 “w 3 36 " 3 36 29 % 1 22 28 1 1 12 19 L} 6 )

20

Fig. 69 - Difractogramas de: a) HAp; b) e c) p6s obtidos ap6s incubagao de HAp em solugédo 0,9%
NaCl com uma concentragao de 2000 ppm de catido Al por um periodo de 10 dias e 60 dias

respectivamente.
Vanadio

Na figura 70 estdo representados os difractogramas dos sélidos obtidos
ap6s incubagdo da hidroxiapatite por um periodo de 10 dias em solugdes com
vérias concentragdes em catido vanddio, respectivamente 200, 400, 500, 1000 e
2000 ppm.

Para uma concentragdo de 200 ppm, o espectro observado corresponde ao
da hidroxiapatite. Para valores superiores de concentragido (400 e 500 ppm),
surgem, para além da hidroxiapatite, duas novas fases, identificadas com base
nas fichas de difracgdo de raios X (JCPDS-PDF), nomeadamente, sulfato de célcio
hidratado, CaSO4.2H,O (PDF: 33-311) e fosfato de vanadilo hidratado,
VOPO,.2H, O (PDF: 27-949).
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Fig. 70 - Difractogramas dos p6s obtidos ap6s 10 dias de incubagdo de HAp em solugdes 0,9%

NaCl com diferentes concentrag¢oes de catido V.

Para uma concentragido de 1000 ppm de V, a hidroxiapatite deixa de estar
presente, sendo o sélido essencialmente constituido por fosfato de vanadilo, e
sulfato de calcio hidratados.

Para 2000 ppm de vanadio, a tinica fase existente é a de sulfato de calcio
hidratado, muito bem cristalizado.

O aumento do tempo de incubagdo de 10 dias para 60 dias, parece nao
introduzir alteragdo nas fases presentes, como se verifica pelos radiogramas e
difractogramas obtidos para a concentragao de 1000 ppm (figuras 71 e 72).

O facto de nos radiogramas surgirem anéis de difracgio pontuados indica
que a fase correspondente devera ter uma granulometria superior a 15 um [91].

Nota: Em anexo (anexo B) estdo representados em tabelas os valores dos
angulos 6 observados (0 obs), distancias recticulares observadas (d obs) e

intensidades relativas (I visual), obtidos por leitura dos radiogramas.
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IV DISCUSSAO GERAL DOS RESULTADOS

4.1. Hidroxiapatite

Por andlise de difracgdo de raios X nao foi detectada a presenga de qualquer
fase estranha no p6 de HAp usado em todo o trabalho, pelo que se concluiu
tratar-se de HAp de elevada pureza ou com teores inferiores a 5% de outras
fases (limite de deteccdo da técnica). Também o nivel de contaminantes
metalicos pesquisados na HAp se mostrou bastante inferior ao referido na
bibliografia por outros autores para pdés comerciais ou preparados em
laboratério [92, 93]. O composto apresentava uma cristalinidade limitada,
caracteristica comum a hidroxiapatite natural como principal constituinte
mineral 6sseo. Na realidade, com excepgdo do esmalte dentario, que €
relativamente bem cristalizado, os fosfatos de célcio de tecidos calcificados sao
pouco cristalinos [94]. Por outro lado, os revestimentos de HAp obtidos por
projecdo por plasma também ndo apresentam geralmente elevada
cristalinidade, uma vez que a temperatura atingida durante a projecgdo é em
geral muito superior a 1887°K, o ponto de fusdao da HAp [95], sendo portanto
plausivel que grandes quantidades de pé se tornem amorfas. Este tipo de
revestimento consiste, essencialmente, segundo véarios autores, de
componentes pouco cristalinos ou completamente amorfos, caracterizados até
ao momento como sendo HAp com ou sem outros fosfatos de calcio [96-98].

Foi possivel, no entanto, aumentar a cristalinidade do p6 usado através de
tratamento térmico, sem que se tenha formado qualquer outra fase detectavel
por difracgdo de raios X. Esta observagao esta de acordo com o que é referido por
Rey e colaboradores [99], isto é, que a estabilidade térmica da HAp esta
relacionada com a respectiva relagiao Ca/P, e confirma o facto de a HAp de que
se partiu ser estequiométrica. Segundo os referidos autores, quando a HAp
estequiométrica é aquecida a 1000°C, o produto final que se obtém continua a
ser hidroxiapatite pura, estequiométrica, enquanto que o aquecimento a essa
temperatura de fosfatos de calcio com razdes Ca/P compreendidas entre 1,5 e
1,6, origina uma mistura de p -TCP e HAp. Por sua vez, compostos com razao
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Ca/P superior a 1,67 originam uma mistura de CaO e HAp estequiométrica.

Pode-se, portanto, concluir que a HAp usada exibe uma elevada
estabilidade térmica na gama de temperaturas de 25-1000°C, facto igualmente
suportado pela analise termogravimétrica, em que, para além de um possivel
fenémeno reversivel de desidroxilagio, s6 se observa a perda de dgua de
hidratagao.

" 4.2. Influéncia do pH e do meio na dissolu¢do da hidroxiapatite

Influéncia do pH

A HAp 6ssea estéd sujeita a variagdes de pH resultantes da ocorréncia de
processos inflamatérios ou infecciosos que acompanham o processo de
implantagdo, bem como resultantes da actividade osteoclastica. Estudos usando
corantes indicadores sensiveis ao pH e microeléctrodos, indicam que os
osteoclastos promovem a dissolugdo do mineral ésseo por criagdo de um
microcompartimento acido adjacente a superficie do osso [100].

Neste trabalho, verificou-se experimentalmente que a extensdo da
dissolugdo da HAp é fungdo da concentragio de H* em solugdo (figura 7). A
razio Ca/P determinada nas solugdes de incubagido da hidroxiapatite com
diferentes valores de pH, nao correspondeu, no entanto, ao valor de 1,67
encontrado no sélido e caracteristico da HAp estequiométrica (figura 7). Este
comportamento de dissolugdo incongruente foi jé referido igualmente por
outros autores [78, 79]. Yamashita e Kanazawa [44] consideram que a
solubilidade incongruente da hidroxiapatite se deve a formagao de camadas
superficiais que podem consistir de varias fases, por exemplo: hidroxiapatite
nio estequiométrica, Cap(HPO4)(OH),, Caz PO,OH, Cajo(POy4)5(OH)s,
CaHPO4.2H,0, e Cajz (PO4)6(0OH)g , bem como a presenga de impurezas na rede
cristalina ou a carbonato de cédlcio adsorvido. Dai que os estudos
termodinamicos relativos ao composto se apresentem bastante complexos, o
que se reflecte no facto de na bibliografia surgirem valores diferentes para o
produto de solubilidade da hidroxiapatite. No entanto, é geralmente aceite que
a hidroxiapatite apresenta um produto de solubilidade bem definido com pKps
=115 [101].
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Influéncia da presenca de dcido Jactico

O 4cido lactico é um dos produtos resultantes do metabolismo das
bactérias em meio infectado [102]. Este 4cido pode surgir em contacto com a
hidroxiapatite também como resultado da actividade osteoclastica.

Neste trabalho, verificou-se que a presenca de 4cido lactico, conduz a um
aumento da dissolucdo da hidroxiapatite para valores de pH inicial iguais ou
_inferiores a 3,2 (figura 10). E igualmente de supor que a presenca de acido
lactico conduza a formagio de lactatos de célcio, dado a concentragao de Ca em
solucdio ser inferior & que seria de esperar face & concentragéo de P encontrada.
Consequentemente, o valor da relagdo Ca/P determinado nas solugdes de
incubacdo mantém-se sempre bastante inferior ao valor de 1,67 caracteristico da
hidroxiapatite estequiométrica (figura 9). Para valores superiores de pH, o
efeito do 4acido lactico na dissolugio da HAp, ndo se distingue do efeito da
presenga de acido cloridrico.

In vivo, mesmo numa situacio de infecgdo, ndo sera de esperar que o pH
do meio fisiolégico atinga os baixos valores para os quais se verificou que a
presenca de 4cido lactico tem influéncia na dissolugdo da HAp (pH<3,2). O
valor de pH=4,0, constitui o limite inferior de acidez para o qual as bactérias
mais vulgares nas infecgdes (p.ex. staphylococcus aureus), mantém a
capacidade de metabolizar a glucose que se encontra nos tecidos [102]. Esta
situagio de elevada acidez poderia simular, no entanto, o microambiente
formado entre os osteoclastos e a HAp aquando do processo de reabsorgao
6ssea. Os osteoclastos, sob a influéncia da hormona paratiroide PTH, produzem
4cido lactico em quantidades tais que ocorre uma descida local de pH suficiente
para dissolver o material 6sseo e para activar a matriz de enzimas
"reabsorvedoras" [103]. Através da utilizagdo de microelectrodos de pH,
Etherington e colaboradores [100] demonstraram, em estudos realizados com
culturas celulares, que os osteoclastos podem reduzir o pH, na zona de contacto
com o disco de cultura, para um valor igual ou inferior a 3, em apenas alguns
minutos. Os resultados obtidos nas experiéncias com &cido lactico sugerem que
a eficicia da digestio 6ssea promovida pelos osteoclastos, podera dever-se nao
s6 4 capacidade de estas células desenvolverem condigdes de elevada acidez
mas também ao tipo de acido que produzem.
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4.3. Influéncia dos catides Ti, Al e V na dissolugdo da hidroxiapatite
Influéncia do catido Ti

Relativamente a influéncia do catido Ti na dissolugdo da HAp, os
resultados obtidos experimentalmente sugerem que os mecanismos de
interacgao envolvidos poderdo ser fun¢do da concentragio de catido metalico.
presente em solugéo.

O sélido obtido por incubagio da HAp em solugdes com uma
concentragdo de catido Ti igual ou inferior a 240 ppm, apresenta um espectro de
raios X idéntico ao obtido para a HAp pura (figuras 58 a) e 60). Para uma
concentragdo de 320 ppm de catido Ti, ainda surgem no espectro de difraccéo de
raios X do sélido alguns dos picos caracteristicos da HAp, se bem que muito
menos intensos. Por outro lado, os espectros de Raman para sélidos referentes
a concentragdes em catido Ti iguais ou inferiores a 320 ppm, sdo idénticos ao
obtido para a HAp pura (figura 40). Estes resultados indicam que, na gama de
concentragdes referida (<320 ppm de catido Ti), ndo ocorreu a formagdo de
qualquer outro composto detectivel por espectroscopia de Raman ou por
difracgdo de raios X. No entanto, a andlise das solugdes sobrenadantes apoés
incubagdo, revelou a auséncia de catido Ti, pelo que este se encontra
incorporado no sélido, ou adsorvido superficialmente no mesmo, facto
confirmado igualmente pela andlise de energias dispersivas (figura 27), por XPS
(tabela 15) e Tof-SIMS (figuras 48 e 49). Para os teores de Ti acima referidos, se
bem que o efeito da presenga do catido nas concentragdes de Ca em solugao, nao
seja muito nitido (figura 15), estas sdo sempre ligeiramente superiores as
observadas unicamente devido a um efeito de pH. Quanto a concentragio de P
em solugdo, se bem que crescente, mantém-se inferior a que seria de esperar
unicamente devido a um efeito de pH. Esta andlise sugere que a incorporagao
do catido titanio na rede da HAp se poderé fazer por troca com o catido Ca
segundo:

Cayy(PO,)((OH), + nTi*—m=— (Cayy Ti ,,)(PO,),(OH), + nCa* +n/2p (1)
em que O representa lacunas catidnicas.

A capacidade de a HAp admitir uma grande variedade de substitui¢Ges
i6nicas na sua rede é conhecida e referida na bibliografia (ver pag. 9), se bem
que ndo seja mencionada na mesma, a possibilidade de o Ti substituir o Ca na
rede da HAp. Isto parece, no entanto, ser possivel em termos dimensionais
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dado o raio i6nico do Tit* (0,68A) ser inferior ao do Ca2* (0,99A). Caso esta
substitui¢do se verifique, serd, no entanto de considerar a possibilidade de
ocorréncia de tensdes electrostaticas na rede da HAp devido a diferenca de
cargas entre os dois catifes. Apés tratamento térmico dos sélidos obtidos por
incubagdo da HAp numa solugdo 0,9% de NaCl com uma concentragdo de 240
ppm de Ti, as fases identificadas por difracgdo de raios X consistem em HAp e
B-TCP, facto que esta de acordo com a hipétese de ocorréncia de substituigdo de.
Ca pelo Ti. Ocorrendo substitui¢do, a HAp deixaria de ser estequiométrica
passando a sua razdo Ca/P a ser inferior a 1,67. Consequentemente, o seu
aquecimento a 1000°C, e de acordo com Rey e colaboradores [99], deveria
originar uma mistura de B-TCP e HAp, o que foi verificado
experimentalmente.

Um aumento dos teores de catiio Ti em solugido tem como consequéncia
alteragdes significativas nos sélidos formados. Em presenga de 400 ppm de
catido Ti e para um tempo de incubagdo de 10 dias, a estrutura da HAp ¢
completamente destruida e o s6lido obtido apresenta-se amorfo. O respectivo
espectro Raman é também distinto do da HAp, e torna-se mais complexo a
medida que a concentragdo de Ti é aumentada. Por sua vez, a andlise de
difrac¢do de raios X revelou que para teores de catido Ti superiores a 400 ppm, a
fase amorfa evolui tornando-se mais cristalina (figuras 60 e 61).

Relativamente aos resultados obtidos por EDS e XPS , a sua analise isolada
sugere uma possivel substituicdo do Ca pelo Ti na rede da HAp atingindo-se
aparentemente o limite da substituigdo para uma concentragio de 500 ppm. A
partir desta concentracéo, o Ti parece deixar de substituir o Ca e este permanece
no sélido, se bem que em percentagem muito reduzida (espectros EDS). No
entanto, aos valores de pH a que a presenca de concentragdes de Ti iguais ou
superiores a 500 ppm conduzem, a HAp ja deveria estar completamente
dissolvida pelo que para esta gama de concentragdes serd aceitivel considerar a
ocorréncia de um fenémeno de dissolugdo-precipitagdo: dissolugdo da
hidroxiapatite seguida de precipitagdo do novo composto. E possivel, também,
que mesmo para concentragdes mais baixas de catido metdlico, este ja seja o
processo envolvido. Para teores de catido Ti iguais ou inferiores a 400 ppm, a
concentracio de P em solugdo é inferior a que seria de esperar unicamente
devido a um efeito de pH, facto que suporta esta hipétese.

As espectroscopias de Raman e IV deram um contributo importante para
a caracteriza¢do dos sélidos de baixa cristalinidade ricos em Ti. Contrariamente
as técnicas de difracgdo de raios X, cuja informagdo para sélidos com baixa
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cristalinidade é muito limitada, as espectroscopias de Raman e IV, devido a
serem técnicas sensiveis s massas atémicas e ao comprimento e forca das
ligagdes interatémicas, permitem obter informagdo sobre a composigao e
estrutura de materiais pouco cristalinos.

A anilise de difracgdo de raios X identificou o composto formado a
elevadas concentra¢des de catido Ti como sendo um hidrogenofosfato de Ti
com um ndmero indeterminado de moléculas de agua: Ti(HPO4)2.nH>O. A
espectroscopia de IV confirmou igualmente tratar-se de um composto
hidratado.

Relativamente a cinética de formagdo do novo composto, observa-se que
esta é muito rdpida, uma vez que apés ensaios de 5 minutos, ji ndo se detecta
Ti em solugdo e as concentragdes de Ca e P na mesma sdo muito préximas das
verificadas para tempos de incubagdo mais elevados. Por sua vez, o sélido
obtido apresenta um espectro de Raman completamente distinto do da HAp.
Para tempos crescentes de incubagdo, os espectros tornam-se mais complexos,
com o aparecimento de novas bandas vibracionais. O tempo de incubagdo
influencia igualmente a cristalinidade do composto, o que se reflecte no
estreitamento das bandas de Raman para tempos de incubagdo crescentes
(figura 41), bem como nos espectros de difracgio (figuras 60, 61 e 63).

Por anélise termogravimétrica, tentou-se determinar o nimero de
moléculas de 4gua envolvidas no hidrogenofosfato de titanio identificado por
difrac¢do de raios X. Procedeu-se igualmente a andlise termogravimétrica de
um composto conhecido: CaHPO4.2H,0, com vista a estabelecer possiveis
analogias com o composto em estudo. Comecemos por analisar 0 termograma
caracteristico do CaHPO4.2H,0 (figura 51). Os fenémenos térmicos envolvidos
consistem em perda de dgua de hidratagdo e, a uma temperatura préxima de
450°C, passagem a pirofosfato de calcio:

perda de dgua de hidratagao:
CaHPO, . 2H,0 (s)—® CaHPO, (s) + 2H,0(g) (2)
172,09g 36,03 g
36,03
Am (%)= 172.09 X 100 = 20,94%
passagem a pirofosfato:
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CaHPO,(s) —* 1/2Ca,P,0, (s) +1/2H,0(g) 3

136,06 g 9,01g

o 9,01 o
Am( /ohm x 100 = 6,62%

' 36,06+49,01 o
Perda total esperada = 17209 x 100 = 26,19%

Perda apés ensaio = 26,29%

Admitindo uma decomposi¢do semelhante do composto em estudo, ter-
se-ia:

perda de dgua de hidratacéo:

Ti (HPO4)2 . nHzO(s) i TI(HPO4)2(S) + nHzO (8 (4
239,86 + nx18,02 g nx18,02¢g
nx18,02

Ambidratagao ()= 735 86+ nx18,02¥100

passagem a pirofosfato:

Ti(HPO,),(s — TiP,0,(s) + H,0(g) (5
239,86 18,02 g
18,02

Ampirofosfato(o/o)-': @,8_67(100

Ar“pirofosfato(%)=7;51%

Os valores experimentais de perda de massa, permitem calcular n para os
diferentes valores de concentragdo de Ti. Os valores para n sdo apresentados na
tabela 22 sendo:

(n+1) 18,02 |
M=73986+ nx18,02 donde:
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~13,31Am-1
N="1"Am

Tabela 23 - Numero previsivel de moléculas de dgua para cada perda média de peso observada

(situagao I).

Designagio das amostras Am(%) n
500 ppm Ti 24,7 304 |
1000 ppm Ti 25,0 3,10
2000 ppm Ti 24,1 2,91

Mistura 25,8 3,28

No entanto, a andlise por difracgdo de raios X do residuo sélido obtido
apds analise termogravimétrica das amostras referentes a 500, 1000, e 2000 ppm
de Ti, indicou a presenga de trés fases, nomeadamente CaTis(POy) , (TiO)2P20;,
e TiP,O;, as mesmas identificadas nas amostra sujeitas ao ciclo térmico, pelo
que os fenémenos envolvidos ndo poderdo ser unicamente os acima descritos.
Na amostra designada por "mistura” (tentativa de precipitacdo de um fosfato
de titanio a partir de hidrogenofosfato de sédio e cloreto de titanio, ver pag. 34),
foram somente identificadas as fases (TiO);P,O7 e TiP,O;, dado nao ter sido
usado na sua preparagdo qualquer composto a base de célcio. Estes resultados
fazem prever que as amostras obtidas nas experiéncias com 500, 1000 e 2000
ppm de catido Ti sejam constituidas por duas fases: uma rica em Ca, Tie P e
uma outra rica em Ti e P (possivelmente o hidrogeno fosfato de Ti). A fase rica
em Ca, ndo é provavelmente cristalina, dado nédo surgir identificada nos
espectros de difracgdo. Estas observagdes estio de acordo com o facto de que
quando se tentou dissolver as amostras ricas em Ti com vista a determinagdo
da sua composigdo, a amostra designada por "mistura” ter sido completamente
dissolvida por adigdo de &cido fluoridrico enquanto que nas restantes
permaneceu um precipitado insolivel, possivelmente a fase rica em Ca.
Também a presenga de uma segunda fase rica em Ti e P justificaria a
observagido de as razdes elementares Ti/P obtidas por XPS para os sélidos
relativos a concentragdes iniciais de catido Ti de 400, 500 e 1000 ppm, serem
superiores ao valor 0,50 caracteristico do composto Ti(HPO,),.nH20. Face as
observagées referidas a decomposicdo térmica do hidrogeno fosfato de titdnio
hidratado devera processar-se de acordo com a seguinte equagéo:

4Ti(HPOy, .nH,O(s) —= (Ti0), P,O,(s) + 2 TiP,0,(s) + (6)
P,O:(g)+(n+4) H,O(g)
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perda de massa devida a libertagido de P;Os:

141,94
959,43 + nx18,02

perda de massa devida a libertacdo de agua:

72,06+nx18,02
959,43 + nx18,02

perda de massa total:

_ 141,94+72,06+nx18,02 donde:
= 959,43 + nx18,02 onde:

_ 11,88-53,24Am
n= Am-1

Se bem que, em termos mdssicos e de acordo com a equagdo acima
referida, a fase TiP,O;, exista em maior quantidade no residuo sélido obtido
apds aquecimento (= 40%), os seus picos principais surgem pouco resolvidos
nos difractogramas, pelo que a fase apresenta baixa cristalinidade.

A presenga da fase de pirofosfato de titanilo resulta da decomposicao
parcial do pirofosfato de titinio de acordo com:

2 TiP,0, (s) —#= (TiO),P,0, (s) + P,05 () (7)

Existem muito poucos dados bibliograficos sobre o composto pirofosfato
de titanilo. Bamberger e colaboradores [104] num dos seus trabalhos referem a
sua preparagao por aquecimento a 1000°C de 6xido de titanio e fosfato de Boro:

2TiO,(s) + 2 BPO, (s) —* (TiO),P,0;, (s) + B,0O;(s) 8

Os autores verificaram igualmente ter ocorrido decomposigdo térmica do
pirofosfato de Ti quando aquecido a 1150°C por 24 h, dando lugar a formagéo de
pirofosfato de titanilo.

A determinagdo do niimero de moléculas de 4gua de hidrogenofosfato de
titdnio hidratado conduziu aos valores representados na tabela 23.

Face aos valores de n determinados, serd de admitir que o nimero de
moléculas de agua de cristalizagdo do composto Ti(HPOj,),.nH,O, esteja
compreendido no intervalo [1, 3], admitindo que a decomposi¢do térmica do
mesmo se processa de acordo com a equagao 6.
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Tabela 24 - Niimero previsivel de moléculas de d4gua para cada perda média de peso observada

(situagdo II),

Designa¢io das amostras Am(%) n
500 ppm Ti 24,7 1,69
1000 ppm Ti 25,0 1,91
2000 ppm Ti 24,1 1,26
Mistura 25,8 2,51

Nos balangos de massas relativos as andlise térmicas realizadas,
pressupds-se que a fase rica em Ca, que por aquecimento origina o composto
CaTiy(POy4)s, ndo é uma fase hidratada. Na realidade este pressuposto deve
verificar-se, uma vez que na amostra designada por "mistura”, em que néo estd
presente a fase rica em Ca, a variagdo de massa é praticamente idéntica a
encontrada para os s6lidos obtidos por incubagao da HAp em soluges 0,9% de
NaCl com diferentes concentra¢des de catido Ti.

Influéncia do catidg Al

A analise de difracgdo de raios X dos sélidos obtidos por incubagio da HAp
por um periodo de 10 dias, em solugdes de 0,9% de NaCl com diferentes
concentragbes de catido Al, mostra que a estrutura da hidroxiapatite se mantém
para todas as concentragbes consideradas, se bem que para os teores mais
elevados de Al (1000 e 2000 ppm) haja tendéncia para a destruigio da rede da
hidroxiapatite.

Para teores de catido metélico iguais ou inferiores a 500 ppm, ndo se
encontra catido Al em solugdo apds incubagido, sendo de admitir que 0 mesmo
tenha sido incorporado na rede da hidroxiapatite, sem provocar, no entanto, a
destruigdo da sua estrutura (solugio sélida).

A presenga de Al tem um efeito muito significativo no aumento da
concentragdo de Ca e P em solugdo, efeito este claramente distinto do
provocado por uma diminui¢do de pH do meio de incubagdo, como se pode
ver na figura 19. Esta observagao, aliada ao facto de se ter verificado a existéncia
de uma relagio aproximadamente linear entre a concentragio de catiio Al
adicionado e a concentragio de Ca em solugdo, leva a admitir a possibilidade de
o Al substituir o Ca na rede de hidroxiapatite. Por sua vez a concentracio de P
mantem-se relativamente estdvel na gama de concentragbes considerada,
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aumentando significativamente para teores crescentes de Al, provocando
razdes Ca/P no liquido sobrenadante elevadas. Essa substituigdo é suportada
pelos espectros de EDS, em que a um aumento da razio Al/P nos sélidos esta
associada uma diminuigao da razdo Ca/P nos mesmos (figura 32).

Verifica-se igualmente que, para as concentragées mais elevadas (1000 e
2000 ppm), o Al se encontra presente em solugdo, apés incubagdo, em
concentragbes respectivamente de 121,2 ppm e 1810 ppm. Uma hipétese
explicativa para esta observagio, e dada a tendéncia que o catido Al apresenta
para formar hidroxocomplexos poliméricos, é que, para os teores de catido
metélico envolvidos, as condi¢bes sejam favoradveis a precipitagio de
compostos do tipo dos identificados por difrac¢do de raios X, nos sélidos
referentes a concentragio inicial de 2000 ppm de Al e um tempo de incubagio
de 60 dias. Esta hip6tese explicaria igualmente o facto de se verificar uma
diminui¢do do pH em solugdo ap6s ensaio para estas duas concentragées, dado
a formagdo do composto conduzir ao consumo de ides hidroxilo. A
concentragao deste(s) composto(s) deverd, no entanto, ser inferior a 5%, dado a
sua presenca nao ser detectada nos respectivos difractogramas, sendo
unicamente assinalado o seu pico mais intenso nos radiogramas.

O(s) composto(s) em causa deverdo consistir num precipitado muito fino
cuja separagdo ndo foi possivel efectuar na totalidade por centrifugagio, pelo
que as solugbes mais concentradas em Al se apresentaram turvas
(especialmente a de 2000 ppm). Este facto explicaria a diminuigio da razio Ca/P
no liquido sobrenadante para esta gama de concentragdes. A razido Ca/P
diminui porque se mantém na solugdo uma fase sélida rica em fosfato, que
ap6s ataque acido é dissolvida, provocando um aumento da concentragio de
ides fosfato em solugdo. Também o facto de nas amostras referentes a uma
concentragao inicial de 2000 ppm de Al surgir evidenciada, por EDS, a
existéncia de zonas com composigdes distintas, nomeadamente zonas muito
ricas em Ca, Al, P e O e zonas em que a concentragdo de Ca foi drasticamente
reduzida e a razdo Al/P incrementada, sugere igualmente, que para esta
concentragdo e para um tempo de incubagdo de 10 dias, ja ocorreu formagao da
fase de hidréxifosfato de aluminio. Uma vez que, nestas amostras, foi detectado
cloro em quantidades superiores ao que seria de esperar se a sua presenca se
devesse unicamente a uma contaminagdo pelo soluto, é possivel que também a
fase rica em cloro igualmente detectada para uma concentracio de 2000 ppm se
encontre ja presente no sélido para um tempo de incubagdo de 10 dias.

A espectroscopia de Raman dos sélidos ndo se mostrou sensivel a
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presenca destes compostos, possivelmente por os seus teores serem muito
reduzidos, para um tempo de incubagao de 10 dias.

Os resultados da andlise termogravimétrica indicam que, para uma
concentragdo de 500 ppm de Al, ja se forma uma fase hidratada, dado a perda
média em massa verificada ser de 15,6%, valor superior ao observado para a
HAp pura (6%). Para teores superiores de catido metdlico em solugdo, a.
percentagem de fase(s) hidratada(s) no sélido aumenta, sendo, no entanto, a
" perda de massa muito semelhante para as concentragées de 1000 e 2000 ppm.

Se bem que seja objecto de alguma polémica, a presenga de Al no
organismo tem sido associada a distirbios do foro neurolégico, bem como a
doengas ésseas, nomeadamente a osteoporose. Os pacientes submetidos a
hemodiélise por longos periodos de tempo constituem um grupo de alto risco
quanto a acumulagdo do metal. Estes pacientes desenvolvem frequentemente
estados de hipocalcémia e hiperfosfatémia. Para combater a hiperfosfatémia,
eram-lhes administrados oralmente farmacos ricos em aluminio (geis de
aluminio), por forma a diminuir a assimilagdo de fosfato proveniente da
alimentagdo. Em consequéncia disto e do uso de 4gua ndo desmineralizada nos
rins artificiais, os pacientes podem desenvolver um tipo caracteristico de
deméncia e de doengas 6sseas. Tem-se demonstrado por vdrias técnicas
experimentais que o Al é acumulado na interface osteoide-osso calcificado,
sendo sugerido por varios autores [57, 58, 105] que a presenga de Al estd
associado o surgimento de osteoporose.

Posner e Blumenthal [105] mostraram que o cloreto de aluminio atrasa a
formagao do mineral de fosfato de calcio a partir de uma solugdo supersaturada
e a transformacgado de fosfato de cédlcio amorfo em HAp, para além de inibir o
crescimento de cristais de HAp e provocar sélidos pouco cristalizados.

O mecanismo de actuagdo do Al nos processos de formagdo dssea nao esta
ainda devidamente esclarecido. Christoffersen e colaboradores [57, 58] sugerem
a possibilidade de o Al in vivo ser adsorvido nos cristais de osso, retardando a
sua dissolugao.

Os resultados obtidos neste trabalho, se bem que referentes a condigdes
experimentais completamente distintas das utilizadas por Christoffersen e
colaboradores [57, ‘58] dado os objectivos visados serem diferentes, indicam
igualmente que, até determinados limites de concentragio, o Al é incorporado
na HAp. Esta incorporagao ocorre, no entanto, com aumento da concentragao
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de Ca e P em solugdo, ou seja, com aumento da dissolugdao da HAp. O efeito do
Al na dissolugdo da HAp é, portanto, fungdo de factores como concentragio de
catido metalico e pH do meio. Numa situagdo de libertagao de catido metdlico
como consequéncia da ocorréncia de fenémenos de corrosido, os resultados
obtidos sugerem que o Al promoverd um aumento e ndo inibi¢do da
dissolugdo da HAp.

Influéncia do catido V

Como foi referido no subcapitulo 2.1., as adigdes de catido V foram feitas a
partir de uma solugdo de sulfato de vanadilo. Consequentemente, a presenga
de anido sulfato conduziu & formagdo de sulfato de célcio, cuja presenga foi
detectada por difracgdo de raios X nos sélidos obtidos por incubagdo de
hidroxiapatite em solugdes com concentragbes de vanadio de 400, 500 e 1000
ppm. Para uma concentragdo de 2000 ppm, s6 este composto foi identificado. O
termograma obtido para estas amostras corresponde a decomposigdo térmica do
sulfato de célcio hidratado, sendo as perdas massicas observadas atribuiveis a
perda de dgua de cristalizagdo do composto, de acordo com a equagao:

CaSO, .2H,0(s) —m=— 7YCaSO,(s) +2H,0(g) (9
172,17 g 36,03 g

Perda total esperada:

. 36,03
An‘lhidrataq.‘?\o( Jo)= 1'7_2,_1—77(100

= 20,93%

Perda apés ensaio: 22,3%

A anilise por EDS indicou igualmente a presenga de enxofre nos sélidos,
tendo sido observados cristais de sulfato de célcio para as adigdes mais elevadas
de vanadio. Estas observagdes justificam o facto de, para amostras referentes a
teores de V iguais ou superiores a 1000 ppm, a presenga de catido metalico
provocar uma diminuigdo da concentragao de Ca em solugdo face a que seria de
esperar devido unicamente a um efeito de pH.
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Relativamente a concentragdo de fésforo, para uma concentragio inicial
de 1000 ppm de V, verifica-se igualmente um decréscimo significativo da sua
concentragio em solugdo quando comparada com a obtida para solugbes de
incubagao com igual pH mas em que o catido metdlico estd ausente. Isto deve-
se ao facto de, para esta concentragdo, o s6lido ja conter a fase de fosfato de
vanadilo, identificada por difracgdo de raios X e igualmente presente para uma
concentragio de 400 e 500 ppm. ’

4.4. Observagdes globais

Os materiais metalicos usados em implantologia, em que se incluio Ti e a
liga Ti-6Al-4V, sdo capazes de passivar no meio fisiolégico, através da formagao
de filmes finos, submicroscépicos e protectores, que estabelecem a resisténcia a
corrosdo destes materiais. Se bem que os filmes passivos tenham a propriedade
de se autoregenerarem, a sua destruigao local, devido a efeitos mecanicos ou
electroquimicos, pode iniciar um processo de corrosdo, com a consequente
libertagdo de catides metdlicos para o organismo. Como foi referido na sintese
tedrica, os niveis de metais em tecidos envolvendo implantes podem atingir
valores bastante elevados (tabela 1). A libertagdo de quantidades tdo
significativas de elementos metdalicos pode relacionar-se com o facto de, na
altura da implantagéo, existirem poros e defeitos a superficie do implante, cujo
crescimento é favorecido pelo efeito combinado de carga e fluidos fisiolégicos
corrosivos (solugdes salinas oxigenadas). No interior dos poros havera
tendéncia para acidificagdo como resultado da hidrélise de ides metélicos,
podendo localmente o pH atingir valores muito reduzidos (p.ex. no caso do ago
inoxidavel, o pH no interior de um poro pode atingir o valor de zero).

No caso de préteses metdlicas revestidas com HAp, a corrosao do substrato
poderé afectar a integridade do revestimento. Nos revestimentos obtidos por
projec¢do por plasma, a interface com o metal é uma 4rea critica de cuja
estabilidade depende o comportamento do implante. Um revestimento obtido
por este método ndo é 100% denso, permanecendo nele poros interfaciais. Estes
poros tém a configuragdo de fendas, nas quais a concentragao de oxigénio pode
ser diminuida e, portanto, se podem desenvolver condi¢des de acidez.
Inicialmente, a oxidagdo do metal (equagdo 10) e a redugdo do oxigénio
(equagdo 11) dao-se uniformemente em toda a superficie, incluindo a regido do
intersticio.

M —®= M ine (10)
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O, +2H,0 + 4e™—m— 40OH" (11)

Na superficie livre do metal, o oxigénio consumido, é rapidamente
substituido por oxigénio vindo do seio do liquido. No intersticio, a substituigdo
é porém mais lenta, devido a dificuldade de difusdo e a concentragdao de O,
diminui. Consequentemente, diminui a redugdo de oxigénio, se bem que a
dissolugdo do metal continue a ocorrer, o que tende a produzir um excesso de
carga positiva na solugdo. Por sua vez, ides Cl- migram para o intersticio, de
modo a neutralizarem electricamente a carga positiva surgida em consequéncia
da dissolugdo do metal. Os iGes M+ hidrolizam-se de acordo com:

M+ H,O —™ M(CH)™D++H* (12)
pelo que o pH no interior do poro baixa.

Uma vez que a dissolugdo da hidroxiapatite é fungdo da acidez do meio, a
estabilidade interfacial entre o substrato metédlico e o revestimento ceramico
pode ser fortemente comprometida devido a um aumento da porosidade. Para
além disso, os ides metdlicos resultantes da corrosdo do substrato podem
influenciar o comportamento de dissolugdo da hidroxiapatite pondo em risco a
sua eficdcia como promotora da ligagdo entre o osso e o implante.

Como foi referido na introdugdo, um dos principais objectivos deste
trabalho foi contribuir para o esclarecimento da forma como os ides titanio,
aluminio e vanadio, interactuam com a hidroxiapatite. Tem sido sugerido na
bibliografia [59, 106, 107] que a bioactividade dos revestimentos de HAp se deve,
em parte, ao facto de estes se comportarem como barreira fisica & passagem dos
catides metdlicos para os fluidos fisiolégicos, reduzindo-se assim o possivel
efeito adverso dos produtos de dissolugdo do substrato metélico. No entanto,
estudos realizados por Ducheyne e colaboradores, mostraram que, no caso de
préteses de liga Ti-6Al-4V revestidas com HAp, embora o revestimento tenha
um efeito importante em promover a ligagdo interfacial [108], ao mesmo
tempo provoca a libertagdo de maiores concentragées de aluminio [109]. Os
resultados obtidos neste trabalho, indicam que os catides Ti, Al e V interferem
com a dissolugdio da HAp e, dependendo da concentragio em que se
encontram, poderao ser incorporados na sua rede sem destrui¢dio da mesma ou
poderdo formar novos fosfatos metédlicos a custa da sua dissolugdo. Estas
observagdes alertam para o facto de os catides metélicos libertados das préteses
ortopédicas poderem influenciar a mineralizacdo éssea, comprometendo
consequentemente a osteointegracio do implante. A capacidade da HAp
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incorporar na sua rede catides metdlicos tem sido relacionada com o
surgimento de patologias 6sseas, como foi referido para o caso do Al. Baseado
nesta propriedade da HAp, Aoki [110] prop6s a hipétese de a doenga surgida no
Japdo ha 30 anos e denominada "itai-itai", se relacionar com a incorporagio de
ides Cd na HAp dos tecidos 6sseos. Esta doenga surgiu como resultado de
poluigdo, provocando por vezes a morte dos pacientes. Segundo o autor, os
ides Cd eram adsorvidos no osso, provocando infecgdo, bem como necrose dos
tecidos, e impedindo o posterior crescimento do tecido ésseo. Em experiéncias
realizadas in-vitro, Aoki verificou que os ides Cd trocavam rapidaménte com
os ides Ca da HAp com a consequente formagao de fosfato de cddmio, de acordo
com a reacg¢ao:

2Ca(PO,)((OH), + 15Cd2+ —®=— 3CdsH,(PO,), 4H,0+20Ca**  (13)

Por sua vez, os resultados obtidos neste trabalho fazem igualmente prever
que a HAp, quando usada sob a forma de revestimento, evitara a passagem de
catides metélicos resultantes da corrosdao do substrato metdlico para o meio
fisiolégico. Dado, no entanto, a HAp ser um fosfato degradavel, é possivel que,
a longo prazo, os elementos metalicos nela retidos possam ser fagocitados, com
as consequéncias que dai advém.

O facto de a HAp admitir uma grande variedade de substitui¢des iénicas
[41, 43, 44] em extensdes varidveis pode conduzir a alteragdes significativas no
seu desempenho como material de implante, nomeadamente no que diz
respeito a sua biocompatibilidade, tipo de ligagdes com os tecidos envolventes,
estabilidade no meio fisiolégico e compatibilidade mecanica. Uma vez que a
solubilidade dos fosfatos de calcio depende da presenga e proporcao de ides
estranhos na sua estrutura, alterando a composigdo e o método de sintese, serd
possivel obter fosfatos com diferentes velocidades de reabsorcio. Desta forma
seria vidvel adequar a velocidade de reabsor¢iao dos implantes, a velocidade de
formagdo de novo osso. E nesta perspectiva que o estudo dos compostos
encontrados neste trabalho, nomeadamente os de titdnio, se torna
potencialmente interessante no campo da implantologia.

116



V CONCLUSOES |

Seguidamente sao apresentadas as principais conclusées retiradas deste
trabalho de dissertacao.

- A hidroxiapatite apresenta um comportamento de dissolugdo
incongruente conduzindo a razdes Ca/P em solugdo varidveis.

- A extensdo da dissolugdo da hidroxiapatite é fungdo da concentragao e
tipo de 4cido presente no meio de incubagao.

- A presenca de 4cido lactico conduz a um aumento da dissolugdo da
hidroxiapatite, para concentragdes a que corresponde um pH inicial em solugéo
igual ou inferior a 3,2.

- A adigado de catido Ti a hidroxiapatite provoca a destruicio da sua
estrutura a partir de concentragdes préximas de 400 ppm.

- Para valores inferiores de concentragio, o catido metdlico Ti é
incorporado na hidroxiapatite sem que tenha sido identificada a formagao de
um novo composto.

- Para teores iguais ou superiores a 400 ppm em solugdo, ocorre a
formagdo de hidrogenofosfato de titanio hidratado, Ti(HPO4);.nH20, n=1-3.

- A formagio e cristalinidade da nova fase sao fungdo da temperatura e do
tempo de incubagao. O referido fosfato apresenta uma cinética de formagao
muito rdpida, contrariamente a sua cinética de cristalizagdo que é bastante
lenta, para a temperatura de incubagio de 37°C. Por sua vez, um aumento da
temperatura de incubagdo promove o aumento da cristalinidade do composto.
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- Dado tratar-se de um composto hidratado, o seu aquecimento a 250°C
conduz a perda de dgua de cristalizagdo com a consequente transformagdo em
fosfato anidro amorfo. O aquecimento a uma temperatura mais elevada
(1000°C) provoca a sua decomposigdo em TiP,O; e (TiO), P, O;, )

- A presenga de catido Al tem um efeito muito significativo no aumento
. da dissolugdo da hidroxiapatite, efeito este claramente distinto do provocado
por uma diminuigdo de pH do meio de incubagdo. Verificou-se, igualmente,
existir uma relagao aproximadamente linear entre a concentragio de catido Al
adicionada e a concentragdo de Ca em solugdo. Estas duas observagdes levam a
admitir a hipétese de o Al substituir o Ca na rede da hidroxiapatite.

- A hidroxiapatite, quando incubada por um periodo de 10 dias em
solugdes com diferentes concentragdes de catido Al, mantém a sua estrutura, se
bem que, para os teores mais elevados de catido metélico (1000 e 2000 ppm), se
obtivesse evidéncia de destruigio da rede cristalina da hidroxiapatite.

- Com o aumento do tempo de incubagdo para 60 dias e para uma
concentragdo de catido Al de 2000 ppm, a anélise por difracgdo de raios X
permitiu identificar a presenca de hidréxido fosfato de aluminio hidratado,
Al11(PO4)(OH)6.38H, 0O, de baixa cristalinidade, nos sélidos formados, podendo
ainda admitir-se a presenca da fase AlgCl3(OH)15.9H,0. E no entanto possivel
que a fase Al;1(PO4)(OH)6.38H2O jé se encontre presente no sélido para o
periodo de incubagao de 10 dias.

- Relativamente a adigdo de catido V a hidroxiapatite, para um tempo de
incubagdo de 10 dias e para uma concentragdo em solugdo de 200 ppm, a
hidroxiapatite é a tnica fase identificada no sélido.

- Para valores superiores de concentragao (400 e 500 ppm), surgem, para
além da hidroxiapatite, duas novas fases, nomeadamente sulfato de calcio
hidratado, CaSO4.H,0 (consequéncia da adi¢do do catido V se fazer a partir de
uma solugdo de sulfato de vanadilo) e fosfato de vanadilo hidratado, VOPQOj,.
2H,0.

- Para uma concentragio de 1000 ppm de V, a hidroxiapatite deixa de estar
presente, sendo o sélido essencialmente constituido por fosfato de vanadilo e
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sulfato de calcio hidratados.

- Para 2000 ppm de V, a tnica fase existente é a de sulfato de calcio muito
bem cristalizado. O aumento do tempo de incubagdo de 10 dias para 60 dias,
parece ndo introduzir alteragdo nas fases presentes.

Este trabalho permitiu contribuir para a elucidagdo da forma como os
catides Ti(IV), AI(IIl) e V(IV), libertados de préteses ortopédicas, poderdo
interagir com a hidroxiapatite. Os resultados obtidos permitem concluir que os
catides Ti, Al e V interferem com a dissolugdo da hidroxiapatite e, dependendo
da concentragdo em que se encontram, poderdo ser incorporados na sua rede
sem destruigdo da mesma, ou poderdo formar novos fosfatos metalicos & custa
da sua dissolugao. Estas observagdes fazem prever que os catides metalicos
libertados das préteses ortopédicas poderdo influenciar a mineralizagdo dssea,
comprometendo a osteointegragdo do implante e, no caso de proéteses
revestidas, poderdo afectar a estabilidade da interface substrato metalico-
revestimento.
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VI SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Como trabalho futuro seria interessante investigar a influéncia de outros
catibes metdlicos na dissolugdo da hidroxiapatite, nomeadamente os catides Fe,
Cr, Ni, Co e Mo, igualmente passiveis de serem libertados de préteses ou
substratos metélicos usados em implantologia.

Como foi referido na sintese tedrica, os fosfatos de célcio, quando usados
como revestimento, promovem uma rapida ligagdo quimica entre o 0sso e o
implante. No entanto, a sua eficicia pode ser comprometida devido a
ocorréncia de dissolugao e falhas de adesdo na interface revestimento-substrato.
Por forma a evitar estes problemas, a utilizagdo de hidroxiapatite dopada com
ides metalicos, bem como a utilizagdo de fosfatos metalicos, podera constituir
uma alternativa interessante a utilizacdo de fosfatos de céalcio dado se tratar de
compostos que poderdo ter alguma afinidade quimica para a superficie do
implante. Dai se sugerir como trabalho futuro o estudo das propriedades destes
compostos, nomeadamente, a avaliagdo da sua compatibilidade bioldgica, com
vista a sua possivel utilizagdo no campo dos biomateriais.
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ANEXO A

Resultados obtidos na dissolugdo da HAp em solucdes 0,9% de NaCl com
diferentes concentragdes de 4cido cloridrico.

_pHinic. pHfinal [Ca] [P] Ca/P
1,0 3,0 3489,1 1685,0 1,60
1,6 4,5 950,8 505,9 1,45
1,9 5,0 397,1 201,5 1,52
2,1 52 267,3 118,1 1,75
2,6 5,8 92,8 37,8 1,90
3,1 5,8 28,5 13,9 1,58
4,1 6,8 16,1 8,8 1,41
4,6 6,7 15,2 8,2 1,43
5,6 6,8 15,0 8,5 1,32

_pHinic. pH final

1,0
1,6
1,9
2,1
2,3
2,6
3,1
3,5
4,0
4,1
4,2
4,6
51
5,6

3,0
4,5
5,0
5,2
5,5
58
6,5
6,6
6,8
6,7
6,7
6,7
6,8
6,8
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Resultados obtidos na dissolugdo da HAp em solucoes 0,9% de NaCl com
diferentes concentrages de acido lactico.

pHinic. pHfinal [Ca] [P] Ca/P
2,6 4,7 6429 541,8 0,92
3,0 5,8 169,0 118,3 1,10
3,2 6,2 59,3 40,7 1,13
3,8 6,8 18,3 15,0 0,94
4,0 6,8 18,0 16,1 0,86
44 7,0 16,4 15,5 0,82
5,0 6,8 17,9 15,2 0,91
54 7.0 16,9 14,9 0,88

Resultados obtidos na dissolugdo da HAp em solucdes 0,9% de NaCl com
diferentes concentragées de catido Ti.

[Ti] pHinic. pHfinal [Ca] [P] Ca/P
1 3,6 6,7 22,1 14,2 1,20
10 2,6 5,8 103,4 43,1 1,85
50 1,9 4,9 480,0 208,1 1,78
100 1,6 4,5 975,7 347,1 2,17
200 1,3 4,0 1915,2 691,2 2,14
400 1,0 2,2 3158,4 973,9 2,51
500 0,8 1,6 3267,9 975,8 2,59
1000 05 0,8 3364,3 854,9 3,04
2000 0,2 0,2 3356,7 349,7 7,42

Concentragdo de Ca e P na fase liquida apés diferentes tempos de incubagao
(concentragao inicial de catido Ti: 500 ppm).

Tempo (h) [Ca] [P]
5760 3239,7 986,1
0,5 3203,7 985,6
2 3199,0 978,0
24 32194 984,5
120 3228,5 979,0
240 3210,6 975,8

131



Resultados obtidos na dissolugdo da HAp em solugées 0,9% de NaCl com
diferentes concentracoes de catido Al.

[Al] pHinic. pH final [Ca] [P] Ca/P

1 5,1 6,7 15,5 14,2 0,844
10 4,6 6.6 314 19,3 1,258
50 4,2 59 115,5 31,9 2,799

100 4,1 5,7 231,8 48,6 3,687
200 39 5.3 451,3 59,1 5,903
400 3,9 4,7 901,2 55,4 12,575
500 39 4,6 1093,8 51,7 16,354
1000 3,7 3,5 2144,3 243,6 6,804
2000 3,6 3,1 3554,7  1552,0 1,770

Concentragdo de Ca e P na fase liquida apos diferentes tempos de incubagio
(concentragao inicial de catido Al: 500 ppm).

Tempo (h) [Ca] [P]
5/60 998,3 20,1
0,5 1024,3 284
2 1037,3 34,3
24 1034,7 44,2
120 1081,6 45,3
240 1093,8 51,7

Resultados obtidos na dissolugio da HAp em solugées 0,9% de NaCl com
diferentes concentra¢des de catido V.

[V] pHinic. pHfinal [Ca] [P] Ca/P
1 4,0 6,7 17,9 9,3 1,488
10 3,1 6,1 36,5 16,7 1,689
50 2,3 54 194,6 137,6 1.093
100 2,1 4,8 332,8 253,4 1,015
200 1,8 4,5 748,0 5944 0,973
400 1,6 4,2 12059 1071,5 0,870
500 1,5 4,2 12104  1245,5 0,751
1000 1,3 25 1236,1 328,8 2,906
2000 1,1 1,6 792 - -
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Concentragdo de Ca e P na fase liquida apés diferentes tempos de incubacao

(concentragdo inicial de catido V: 500 ppm).

Tempo (h) [Ca] [P]
5/60 1413,1 1397,2
0,5 1557,5 1407,2
2 1530,6 1354,4
24 1376,1 1325,2
120 1314,3 1300,2
240 12104 1245,5
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ANEXO B

Valores dos angulos 8 observados (8 gbs), distincias recticulares observadas (d gps)
e intensidades relativas (mF - muito forte, F - forte, m - média, f - fraca), referentes

aos radiogramas apresentados no capitulo IV.

Designagao da amostra:

Designagao da amostra:

HAp - 10 dias
6 obs d obs I
©) (A) (visual)
4.038 10,933 m
5,530 7,993 f
6,794 6,505 f
11,100 3,990 f
13,000 3,424 F
14,213 3,137 f
15,575 2,869 mF
16,150 2,769 mF
19,525 2,305 f
19,950 2,258 m
23,200 1,955 m
24,582 1,860 m
26,425 1,731 f
HAp - 230 dias
0 obs d obs 1
©) A) (visual)
4,444 10,096 m
6,744 6,647 f
9,388 4,721 f
12,775 4,040 f
13,388 3,326 F
14,350 3,108 f
15,825 2,825 mF
16,425 2,724 mF
19813 2,282 f
20,263 2,224 f
23,613 1,923 f
24,975 1,824 f
26,625 1,714 f
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Designagdo da amostra:

Designagdo da amostra:

HAp 1000 °C - 1h

0 obs d obs I
°) A) (visual)
4,500 9,817 f
5,400 8,1847 f
6,775 6,529 f
9,375 4,729 f
10,850 4,092 f
11,363 3,909 f
12,919 3,449 F
13,963 3,192 f
14,425 3,092 f
15,800 2,8289 mF
16,188 2,678 mF
16,713 2,678 m
17,738 2,529 f
21,263 2,124 m
21,775 2,076 m
200 ppmTi - 230 dias
0 obs d obs I
©) (A) (visual)
4,325 10,202 m
5,263 8,402 m
6,975 6,338 f
8,275 5,349 f
9,813 4,521 f
11,138 3,987 f
12,675 3,509 F
13,300 3,349
14,288 3,121 f
14,613 3,054
15,675 2,850 mF
16,338 2,738
16,788 2,667 f
17,263 2,596 f
19,763 2,279 m
20,138 2,237
21,063 2,144 f
21,988 2,057 f
23,238 1,952 m
23,500 1,938
24,613 1,850 m
24,900 1,829
26,663 1,717 f
31,913 1,457 f
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Designagdo da amostra:

Designagao da amostra:

400 ppmTi - 230 dias

0 obs d obs I
°) A) (visual)

4,025 10,960 mF
4,775 9,243

5,963 7,418 m
6,600 6,702

8,538 5,187 F
9,063 4,891

9,663 4,590 f
13,175 3,378 F
14,225 3,134

15,538 2,875 f
16,563 2,702 m
17,075 2,623

17,688 2,535 f
21,250 2,125 f
27,438 1,672 f
28,600 1,609 f
29,275 1,575 f
500 ppmTi - 230 dias

0 obs d obs I

©) (A) (visual)

4,138 10,669 mF
4,788 9,224

5,950 7,431 m
6,625 6,671

8,513 5,205 F
9,088 4,875

9,675 4,581 f
10,988 4,040 f
12,025 3,690 f
13,100 3,398 F
14,263 3,127

15,575 2,868 f
16,525 2,707 m
17,013 2,633

17,550 2,554 f
21,150 2,135 f
27,50 1,668 f
28,625 1,608 f
29,263 1,576 f
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Designagdo da amostra:

Designagio da amostra:

1000 ppmTi - 230 dias

8 obs d obs I
() A) (visual)

4,150 10,644 mF
4,825 9,148

5,888 7,506 m
6,538 6,763

8,525 5,193 F
9,200 4,818

9,825 4,512 f
10913 4,100 f
12,275 3,622 f
13,163 3,38 F
14,200 3,140

15,538 2,875 f
16,563 2,702 m
16,938 2,644

21,075 2,142 f
22,850 1,984 f
24,613 1,850 f
26,975 1,698 f
28,600 1,610 f
29,213 1,578 f

2000 ppmTi - 230 dias

0 obs d obs I
0 A) (visual)
4,138 10,669 mF
4,875 9,054
5,850 7,557 m
6,850 6,458
8,525 5,193 F
9,125 4,854
9,790 4,530 f
10,890 4,077 f
12,000 3,705 f
12,425 3,579
13,200 3,373 F
14,175 3,144
15,325 2,913 f
15,9125 2,810
16,513 2,710 m
16,888 2,651
17,575 2,550 f
18,250 2,460 f
21,050 2,144 f
22,025 2,054 f
22,838 1,984 f
24,063 1,834 f
25,200 1,809 f
26,350 1,735 f
27,425 1,673 f
28,350 1,622 f
29,200 1,574
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Designagao da amostra:

Designagao da amostra:

Mistura - 230 dias

6 obs d obs I
0 A) (visual)

4,138 10,669 mF
4,838 9,129

5,888 7,506 m
6,613 6,691

8,463 5,236 F
9,025 4,908

9,450 4,686 f
9,875 4,489

10,925 4,062 f
12,050 3,690 f
13,275 3,353 F
14,200 3,140

15,325 2,913 f
15,800 2,829

16,488 2,714 m
16,863 2,656

17,588 2,549 f
18,213 2,465 f
20,875 2,161 f
21,250 2,125
26,438 1,730 f
27,500 1,668
28,288 1,622 f
29,300 1,574
500 Ti - 5 dias

9 obs d obs I

() A) (visual)

3,775 11,684 mF
4,763 9,2821

7,557 5,850 f
8,363 5,298 m
8,900 4,979

9,563 4,638 f
12,838 3,466 F
13,875 3,188

16,513 2,710 f
16,825 2,660
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Designagao da amostra:

Designagao da amostra:

500 Ti - 10 dias

0 obs d obs I
0 A) (visual)

4,038 10,933 mF
4,688 9,420

6,150 7,190 f
8,550 5,181 m
8,925 4,962

9,638 4,600 f
13,025 3416 F
14,063 3,170

15,438 2,893 f
16,550 2,704 m
16,925 2,645

17,550 2,554 m
28,930 1,592 f

2000 ppm Al - 10 dias

0 obs d obs I
O A) (visual)

4,080 10,826 f
5,380 8,215 f
8,590 5,157 f
11,300 3,931 f
12,725 3,496 F
13,363 3,333

14,410 3,095 f
15,780 2,832 mF
16,390 2,730

17,130 2,615 f
17,890 2,507 f
19,750 2,279 m
20,250 2,225

21,100 2,140 f
21,990 2,057 f
23,260 1,950 m
23,680 1,918

24,180 1,881 f
23,260 1.951 m
25,080 1,817

25,890 1,764

26,610 1,720

26,930 1,701

28,000 1,641 f
30,260 1,529 f
30,950 1,498 f
32,100 1,446 f
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Designagdo da amostra:

2000 ppm Al - 60 dias

0 obs d obs I
°) A) (visual)
4,310 10,249 mF
5,990 7,381 mF
8,330 5,317 f
13,440 3,314 m
15,590 2,866 mF
16,750 2,673 f
21,430 2,108 f
22,750 1,992 mF

Designagao da amostra:

1000 V - 10 dias

6 obs d obs I Observagdes
°) A) (visual)
3,650 12,099 f halo
5,150 8,5809 pontuado
5,613 7,880 F banda
6,238 7,086 pontuada
6,788 6,515 F banda
7,475 5,917 pontuada
8,575 5,163 f halo ténue
pontuado
10,100 4,392 mF banda
10,775 4,118 pontuada
11,688 3,801 F risca
pontuada
13,988 3,186 mF banda mista
14,713 3,033
15,475 2,886 mF banda mista
16,8875 2,651
18,338 2,448 f risca
pontuada
19,2625 2,335 m risca
pontuada
20,434 2,205 f banda mista
21,938 2,062 m banda mista
22,588 2,005 m banda nao
23,060 1,966 pontuada
24,275 1,873 f risca
pontuada
25,500 1,789 f risca
pontuada
28,038 1,639 f risca
pontuada
29,375 1,570 f risca nao
pontuada
32,813 1,422 f risca
pontuada
35,675 1,321 f risca
pontuada
38,638 1,235 f risca
pontuada
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Designagdo da amostra:

1000 ppmV - 60 dias

6 obs d obs 1 Observagdes
©) A (visual)
3,688 f 11,968  halo
5,200 8,499 pontuado
5838 F 7,570 risca
pontuada
6,738 mF 6,563 risca ndo
7438 5948  pontuada
8575 f 5163  halo ténue
pontuado
10,050 mF 4,413 banda mista
10,775 ’ 4,118
11,638 f 3,818 risca
pontuada
12,925 f 3,442 risca
pontuada
13,863 mF 3215  bandamista
14,675 3,039
15,475 m 2,886 risca
pontuada
16,063 F 2,784 banda mista
16,588 2,698
17,075 f 2,623 risca
pontuada
18,213 f 2,465 risca
pontuada
19,038 f 2,361 risca ndo
19,550 2,302 pontuada
20,238 f 2,227 risca
20,688 2,180 pontuada
21,825 m 2071  risca
pontuada
22,563 m - 2,008 risca ndo
22,975 1973 pontuada
24,238 f 1,876 risca
. ' pontuada
25,5878 f 1,783 risca
pontuada
27,463 f 1,653  risca
pontuada
28475 f 1,616 risca
pontuada
29,238 f 1577 risca ndo
pontuada
33,063 f 1412 risca
pontuada
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RESUMO

De entre os fosfatos de calcio bioactivos, a hidroxiapatite (Ca10(PO4)s(OH)2)
tem sido extensivamente estudada como material de substituicdo Gssea. Este
composto apresenta boas caracteristicas de biocompatibilidade, quando
implantado quer em tecidos moles, quer em tecidos duros, conduzindo a uma
forte e intima ligagdo com o osso. A principal limitagdo na sua utilizagao
clinica como implante de sustentagdo de carga, deve-se a fragilidade mecénica
que apresenta. Contrariamente, 0s metais e ligas metdlicas usadas em
implantalogia, em que se inclui o titanio e suas ligas, possuem propriedades
mecanicas superiores as da hidroxiapatite. Sdo, no entanto, conhecidos
resultados experimentais que evidenciam que, apesar do excelente
comportamento a corrosdo destes materiais, se verifica a ocorréncia de
processos activos de dissolugéo in vivo. Os ides metéalicos assim libertados
interferem com a dissolucdo dos cristalitos de hidroxiapatite presentes no
tecido 6sseo que rodeia os implantes, provocando o aparecimento de estados de
hipocalcemia e hiperfosfatémia, bem como a ocorréncia de condrocalcinose e
hemocromatose.

Uma forma de se ter um compromisso entre propriedades mecanicas e
bioactividade, consiste na utilizagdo da hidroxiapatite sob a forma de um fino
revestimento aplicado sobre um substrato metalico. O comportamento a longo
prazo deste tipo de implantes depende de uma baixa dissolugdo da
hidroxiapatite e da integridade da interface metal-revestimento. Uma
diminuicio do pH associada a ocorréncia de processos inflamatérios ou
infecciosos que acompanham o processo de implantagao, pode ter, no entanto,
graves consequeéncias na estabilidade do revestimento, bem como na propria
hidroxiapatite como principal constituinte mineral dsseo. Por sua vez, a
presenca de 4cido lactico, um dos produtos resultantes quer da actividade
osteoclastica, quer do metabolismo das bactérias em meio infectado, pode
também, de alguma forma, influenciar a dissolugéo do referido ceramico.

Um outro factor de grande importancia a ter em conta na integridade da
interface e do revestimento em préteses metélicas, consiste na ocorréncia de
libertacdo de ides metalicos como consequéncia da corrosao do -substrato.
Apesar da crescente utilizagdo de proteses ortopédicas revestidas com
hidroxiapatite, sdo escassas as informagdes sobre 0 modo como os catides assim
libertados poderéo influenciar a estabilidade da hidroxiapatite.

~ Os objectivos gerais do trabalho desenvolvido e descrito nesta dissertagao
consistiram em: ‘

e Determinar a influéncia do meio na dissolugio da hidroxiapatite:

- influéncia do pH,
- influéncia da presenga de dcido lactico como meio simulador de
infecgao.

e Determinar a influéncia dos ides titdnio(IV), aluminio(Ill) e

vanadio(IV), na:

- cinética de dissolugdo,

- composigéo,

- e estrutura cristalina
de particulas de hidroxiapatite (acgdo sobre o revestimento e sobre o
0SS0).



ABSTRACT

Among the bioactive calcium phosphates, hydroxyapatite
(Ca10(PO4)s(OH)2), has been extensively studied as a bone substitution material.
This compound presents good biocompatibility characteristics when implanted
either in soft tissues or in hard tissues, leading to a strong and close bonding
with bone. The major limitation -in its clinical use under load bearing
conditions is due to its mechanical weakness, as opposed to metals and metal
alloys. Nevertheless, experimental results put in evidence that metallic
implants undergo degradation through a variety of mechanisms including
corrosion. The metal ions released interfere with the dissolution of the
hydroxyapatite of the bone tissues that surrounds the implant, leading to
situations of hipocalcemia and hiperphosphatemia as well as
chondrocalcinosis and hemocromatosis.

A way of finding a compromise between mechanical properties and
bioactivity, consists in using hydroxyapatite as a thin coating on a metallic
substrate. The long term behaviour of these implants depends on a low
dissolution rate of hydroxyapatite and on the integrity of the metal-coating
interface. A reduction in pH due to inflammation or infection associated with
the implantation process may affect the stability of the coating as well as the
hydroxyapatite of the bone. Also, the presence of lactic acid, one of the
resulting products either of osteoclastic activity or of the metabolism of the
bacterias in an infected environment, may in some way influence the
dissolution of hydroxyapatite.

- Another factor.of great importance on the integrity of the interface and
coating in metallic prostheses consists on the release of metal ions as a
consequence of the corrosion of the substrate. Besides the extensive

use of orthopaedic prostheses coated with hydroxyapatite, there are not
much information on the way the metal ions influence the stability of
hydroxyapatite.

The main purposes of the work described in this theses consisted of:

 Determining the influence of the environment on the dissolution of

hydroxyapatite:
- influence of pH
- influence of the presence of lactic acid
o Determining the influence of titanium(IV), aluminum(III) and
vanadium(IV) ions on the:
- kinetic of dissolution,
- composition,
- and crystalline structure,
of hydroxyapatite particles (effect on the coating and on the bone).



RESUME

D'entre les phosphates de calcium bioactifs, l'hydroxyapatite
(Ca10(PO4)6(OH)2), fait l'object de nombreuses études comme un materiel de
substitution osseuse. Ce compose presente de trés bonnes caractéristiques de
biocompatibilité quand implanté dans des tissus durs ou mous, et conduit a
une forte union avec l'os. Cependant, I'hydroxyapatite presente de propriétés
mécaniques insuffisantes pour étre utilisée comme implant, contrairement
aux metaux et alliages metalliques usés en implantologie. Malgré I'excellent
comportement a la corrosion des implants métalliques, des résultats
experimentaux montrent qu'il existe in vivo des phénomenes actifs de
dissolution. Les ions métalliques libérés influencient la dissolution des
cristaux d'hydroxyapatite du tissu osseux qui entoure les implants, et
provoquent des états de hipocalcemie et hiperphosphatemie, bien comme
l'occurrence de condrocalcinose et hemocromatose. Une diminution de pH
dtt aux processus inflamatoires ou infectieux qui accompagnent
I'implantation, peut avoir, notamment, des graves conséquences pour la
stabilité du revétement bien comme des effets nocifs sur 'hydroxyapatite de
l'os. A son tour, la presence d'acide lactique, un des produits resultants de
l'activité osteoclastique et du metabolisme des bactéries en milieu infecté, peut
aussi interférer avec la dissolution du céramique.

Un autre facteur de grande importance pour l'intégrité de l'interface et du
revétement de prothéses métalliques, est I'occurence de libération d'ions
métalliques 2 cause de la corrosion du substrat. Malgré la grande utilization de
prothéses orthopédiques revétues de I'hydroxyapatite, il n'existe pas beaucoup
d'information sur les conséquences de cette libération pour la stabilité de
I'hydroxyapatite.

Les pricipaux objectifs de ce travail ont été les suivants: ‘

e Determiner l'influence du milieu sur la dissolution de

I'hydroxyapatite:
- influence du pH,
- influence de la presence de 4cide lactique.
e Determiner. l'influence des ions titanium(IV), aluminium(IIl) et
vanadium(IV) sur:
- la cinetic de dissolution,
- la composition,
- et la structure cristalline,
des particules de 1' hydroxyapatite (effect sur le revétement et sur l'0s).
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