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RESUMO

PROJETO DE CURSO — 1QWX01

TITULO: SINTESE E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO FOSFATO
OCTACALCICO EM DIFERENTES TEMPERATURAS

ALUNO: Juliana Araujo Mateus

ORIENTADORES: Nilce Carbonel Campos da Rocha, DQA — Instituto de Quimica — UFRJ
Elena Mavropoulos Oliveira Tude — Centro Brasileiro de Pesquisas

Fisicas (CBPF)

O fosfato octacélcico (OCP), CagH2(PQO4)s.5H,0, por possuir estrutura quimica proxima
a hidroxiapatita (HA), Caio(PO4)s(OH),, é considerado um precursor da hidroxiapatita
bioldgica. Muitos estudos tém sido realizados no sentido de entender o papel desempenhado
pelo OCP na formagdo da fase mineral dos tecidos calcificados e nos processos de
remodelacdo 6ssea. O OCP foi sintetizado pela primeira vez em laboratério em 1985, no
trabalho pioneiro de LeGeros et al. A partir deste trabalho, a sintese do OCP tem sido
realizada em temperaturas maiores que 50°C, ou seja, em condicdes nao fisiologicas.

Este trabalho, tem como objetivo estabelecer novos procedimentos para a sintese do
OCP, de forma a produzir este fosfato de célcio com estequiometria apropriada, em
temperatura fisiolégica. Para isto, diferentes parametros fisico-quimicos da reacdo foram
testados e analisados, com o intuito de produzir um OCP com baixo grau de cristalinidade e
particulas nanométricas. A temperatura de sintese foi fixada em 37°C, o pH em 6 e o tempo
de digestdo em 4 horas seguindo o método do trabalho de LeGeros et al. Os materiais foram
caracterizados por difratrometria de Raios-X (DRX), espectroscopia do Infravermelho por
transformada de Fourier (IVTF), microscopia eletronica de varredura (MEV), tamanho de
particula, area superficial pelo metodo B.E.T. e analise quimica elementar com analise de
calcio e fosforo. Estes fosfatos octacalcicos foram sinterizados a uma temperatura de 1100°C
e foi realizada andlise de difratometria de Raios-X.

Os resultados indicaram que as amostras de fosfato octacélcico produzidas em
temperatura de 37°C possuem caracteristicas semelhantes as do fosfato octacalico sintetizado
a 60°C, pois todas as analises realizadas apresentaram resultados similares, apenas mostrando
que o OCP sintetizado a 37°C possui um tamanho de particula menor e uma area superficial
maior que o OCP sintetizado a 60°C. Observou-se também que a temperatura de sintese ndo
influencia na dissolugdo do material. O material sinterizado a uma temperatura de 1100°C
apresentou um resultado de DRX muito semelhante ao fosfato tricalcico, podendo ser
considerado uma possivel nova rota para esse composto, em ambas as temperaturas de sintese,
37°C e 60°C.




1. Introducao

As ceramicas de fosfatos de calcio tém sido bastante empregadas em aplicagGes clinicas,
como enxertos 6sseos e em arcaboucos para a engenharia de tecidos. Tanto a hidroxiapatita (HA)
guanto o fosfato tricalcico (TCP) sdo amplamente utilizados com essa finalidade. Mesmo ambos
sendo bioativos, a HA é mais estavel que o TCP em condigOes fisioldgicas, no que se refere a sua
solubilidade e cinética de reabsor¢do. Tém surgido estudos com estes mesmos fins para o fosfato
octacdlcico (OCP), pois esse mesmo material de fosfato de calcio esta previsto para ser substituido
por um volume maior de um osso novo do que fosfato de cdlcio ndo-biodegraddvel, como na

hidroxiapatita sinterizada (MURAKAMI et al, 2010).

Uma das caracteristicas importantes para saber se o fosfato de cdlcio pode ser usado para
estimular a regeneracdo dssea é o alto grau de reatividade desse fosfato. Este elevado grau fornece
certas caracteristicas fisico-quimicas, biolégicas funcionais e quimicas importantes na formacdo e

dissolucdo dos cristais em tecidos biolégicos (BARRERE et al, 2006).

Estudos recentes ja demonstraram que o fosfato dicalcico diidratado (DCPD), fosfato
octacdlcico (OCP), carbonatos, e/ou apatita deficiente quando submetidos a transformagdes
térmicas, as fases contendo agua, tais como, DCPD ou OCP desidratam a aproximadamente 180°C.
Como resultado de um tratamento térmico pode-se ter transformacdo desses fosfatos de calcio
numa mistura dos subprodutos: pirofosfato, hidroxiapatita, e fosfato tricalcico (BARRERE et al,

2006).

Cada sal de fosfato de calcio possui uma caracteristica fisico-quimica especifica. Esses sais se
diferenciam em sua composicdo e na estrutura do cristal (BARRERE et al, 2006). Os fosfatos de calcio
sdo geralmente classificados de acordo com a razdo molar Ca/P, que pode variar de 0,5 (fosfato
monocalcico hidratado, Ca(H,P0,),.H,0, e fosfato monocdlcico anidro, Ca(H,PQ,),) a 2,0 (fosfato

tetracalcico, Ca,s(P0O,),0).

O fosfato octacalcico (OCP), CagH,(PQ,)s.5H,0, por possuir estrutura quimica semelhante a
hidroxiapatita (HA), Caio(PO4)s(OH),, é considerado um precursor da hidroxiapatita bioldgica. Muitos
estudos tém sido realizados no sentido de entender o papel desempenhado pelo OCP na formagao
da fase mineral dos tecidos calcificados e nos processos de remodelagao dssea. Foi verificado que o
OCP tem caracteristicas biocompativeis, reabsorviveis e osteocondutoras (BARRERE et al, 2006).

Materiais osteocondutores nao dificultam a atividade das células osteoblasticas se proliferarem e se



diferenciarem (SUSUZI, 2010). O OCP foi sintetizado pela primeira vez em laboratério em 1985, no
trabalho pioneiro da LeGeros et al. A partir deste trabalho, a sintese do OCP tem sido realizada em

temperatura maiores que 50 °C, ou seja, em condi¢Bes nao fisioldgicas.

No presente trabalho para sintetizar um OCP em temperatura fisioldgica (37°C), diferentes
parametros fisico-quimicos da reagdo foram testados e analisados, com o intuito de produzir um
OCP com baixo grau de cristalinidade e particulas nanométricas. A temperatura de sintese foi fixada
em 37 °C, o pH em 6 e o tempo de digestao foi de 4 horas seguindo o mesmo método descrito no

trabalho da LeGeros et al.

2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo estabelecer novos procedimentos para a sintese do fosfato
octacdlcico, de forma a produzir este fosfato de calcio com estequiometria apropriada, em
temperatura fisioldgica (37°C) e 60°C. Nos fosfatos octacalcicos foram realizados tratamentos
térmicos de 1100°C a uma taxa de 5°C/minuto. Os materiais estudados foram caracterizados fisico-

quimicamente.

3. Revisao Bibliografica

3.1. Fosfatos de cdlcio
Fosfatos de calcio, ou mais precisamente ortofosfatos de cdlcio, sdo sais de acido
ortofosforico (H;PO,) e, portanto, podem formar compostos que contém H,PO,, HPO5” ou PO,”. Os
sais de fosfato de calcio constituem um vasto grupo de compostos. A estrutura de cristal apatitica
tem geralmente uma rede hexagonal, tendo uma forte capacidade de formar solugdes sdlidas, e

para aceitar substituicdes numerosas.

A formacdo, a dissolucdo e a transformacdo de fosfatos de céalcio dependem da natureza do
corpo de fosfato de célcio (tamanho de particula, caracteristicas cristalograficas, densidade) e da

natureza da solugdo (composicdo, temperatura, pH).

A maioria dos fosfatos de cdlcio € moderadamente sollvel em agua e alguns sdo muito
insollaveis, mas todos dissolvem em dacidos. A sua solubilidade, definida como a quantidade de soluto

dissolvido contido em uma solu¢do saturada quando as particulas de soluto estdo continuamente



passando para a solugdo (dissolugdo), enquanto outras particulas reprecipitam com exatamente a

mesma taxa, aumenta com o aumento da temperatura e a dimininuicdo do pH.

O segundo fator importante na estabilidade dos fosfatos de cdlcio é a caracteristica da
solucdo em que estes sais sdo formados ou colocados, a saber, a sobressaturacao da solugdo em
calcio livre e ions fosfatos. A um dado pH e temperatura, uma solucdo contendo ions calcio livre e
fosfato pode ser categorizada em trés estados diferentes: (i) a zona estavel (subsaturada), onde a
cristalizacdo é impossivel, (ii) a zona metastavel (supersaturada), onde a cristalizacdo espontanea do
sal de fosfato de calcio é improvavel, apesar das concentracdes serem mais elevadas do que as
correspondentes a solubilidade do sal (se uma semente de cristal for colocada em uma solugdo
metastavel, o crescimento iria ocorrer na semente); (iii) a zona instavel ou labil (sobressaturada),

onde a cristalizacdo espontanea de fosfato de calcio é provavel (BARRERE et al, 2006).

Outra caracteristica importante dos sais de fosfatos de célcio é a razdo Ca/P (razdo entre
numero de atomos de calcio e nimero de atomos de fésforo presentes na estrutura de cada fosfato)
gue além da solubilidade, é um parametro que diferencia a maior parte desses fosfatos. Em geral,
essa razao varia entre 0,5 e 2,0 sendo que, quanto menor seu valor, maior sua acidez e solubilidade
em agua. A HA, por exemplo, possui razdo Ca/P igual a 1,67 e é o fosfato de calcio mais estavel e

menos soluvel de todos, conforme mostra a tabela 1 (SANTOS, 2008).

Sabe-se também que os fosfatos de cdlcio tém propriedades intrinsecas que estimulam a
regeneracdo ossea. A estrutura de apatitas bioldgicas minerais, ou seja, do osso, da dentina, ou
esmalte dos dentes, é muito diferente do HA estequiométrica por causa de substituicdes numerosas
(i) por hidrogeno fosfato (HPO,>) de XO, grupos e (ii) por carbonato (CO;”) de Y, e XO, grupos, onde
X0, sdo, por exemplo, grupos de PO,>, AsO,>, VO,> e Y, sdo, por exemplo, grupos de F CI', Br, I,
OH". Além disso, ja foi demonstrado que apatitas minerais ésseas contém carbonato ndo-apatitica e
grupos de fosfato, que sao estruturalmente e fisicamente instaveis e muito reativos. Este elevado
grau de reatividade fornece certas caracteristicas fisico-quimicas, bioldgicas funcionais e quimicas
importantes na formacgao e dissolugdo dos cristais em tecidos bioldgicos. As substituicdes afetam os
parametros de rede apatitica: o tamanho de cristal é diminuido, e, assim, a drea da superficie é
aumentada em compara¢do com HA estequiométrica. Apatitas bioldgicas contém varios elementos
vestigiais de origens intrinsecas, por exemplo, fluoreto esta presente em apatita dental e confere ao
esmalte suas propriedades de dissolugdo de baixo custo para resistir a ataques acidos; ou a partir de
origens extrinsecas, por exemplo, a poluicdo da agua é uma ingestdo direta de elementos-traco para

0 o0sso devido a sua alta capacidade de hospedagem. Além disso, estes elementos vestigiais



presentes nos fluidos extracelulares e em osso apatita pode ter um papel especifico na qualidade

4ssea e na saude (BARRERE et al, 2006).

Tabela 1 - Propriedades de fosfatos de cdlcio biologicamente importantes. O K refere-se ao
produto de solubilidade (SANTOS, 2008).

Razio Composto Férmula quimica Solubilidadea  Solubilidade a
Ca/P 25°C (pK,s) 37°C (pKps)
0,5 Fosfato monocalcico Ca(H,P0,),.2H,0 1,14 -
hidratado (MCPM)
0,5 Fosfato monocalcico Ca(H,P0y,), 1,14 -
anidro (MCPA)
1,0 Fosfato dicalcico CaHPO,.2H,0 6,59 6,63
diidratado (DCPD, bruxita)
1,0 Fosfato dicalcico anidro CaHPO, 6,90 7,02
(DCPA, monetita)
1,33 Fosfato octacalcico (OCP) Cag(HPO,),(P04)4.5H,0 96,6 95,9
1,5 Fosfato a-tricalcico (a- 0-Cas(P0O,), 25,5 25,5
TCP)
1,5 Fosfato B-tricalcico (B- B -Cas(P0O,), 28,9 29,5
TCP)
1,2-2,2 Fosfato de calcio amorfo Ca,(PO,),.nH,0 25,7 (pH 7,40) 29,9 (pH 6,00)
(ACP)
1,5- Hidroxiapatita deficiente  Cajox(HPO4)«(PO4)s. = 85,1 = 85,1
1,67  em cdlcio (CDHA) «(OH),. (0<x<1)
1,67 Hidroxiapatita (HA) Cay0(PO4)sOH), 116,8 117,2
2,0 Fosfato tetracalcico Ca,(P0O,),0 38-44 37-42
(TTCP)

Os compostos de fosfato de cdlcio biodegradaveis, tais como biomateriais B-fosfato tricalcico
(B-TCP) e octacalcico fosfato (OCP), tém sido extensivamente investigados como materiais de
substituicdo dssea no reparo de varios defeitos dsseos (MURAKAMI et al, 2010) e como suportes de
linhagem de células osteoblasticas durante a proliferacdo e diferenciacdo, porque eles exibem maior
afinidade com as células de materiais feitos com metal e polimeros. Existe um consenso geral de que
estes materiais osteocondutores ndo dificultam a atividade das células osteoblasticas que se
proliferarem e se diferenciarem. No entanto, a controvérsia permanece sobre se estes materiais
podem controlar diretamente a fungdo celular para promover a diferenciacao, dependendo das suas

propriedades intrinsecas fisico-quimicas (SUSUZI, 2010).

A Tabela 2 mostraas ceramicas de fosfato de cdlcio que sdo utilizadas e investigadas
como materiais de substituicdo de osso no campo da cirurgia ortopédicae oral/dental. Essas
cerdmicas sdo geralmente classificadas como ndo-reabsorvivel e reabsorvivel. A HA

estequiométrica sinterizada com uma razdo molar de Ca/P de 1,67 é reconhecida como um material



ndo-absorvivel tipico. No entanto, a HA torna-se instavel se as impurezas inorganicas, tais como ions
de carbonato,sdo incorporados naestrutura do cristal. De fato, apatita bioldgica e
carbonato contendo cristais de HA, incluindo a HA Ca-deficiente com uma menor razdo molar de
Ca/P, tém maior solubilidade do que a cerdmica de HA sinterizada. Além disso, torna-se reabsorvivel
a HA se o seu cristal se aproxima de um tamanho nanométrico. A HA tem a fase de fosfato de calcio
mais estdvel a um pH neutro, seguido por B-TCP, OCP, fosfato dicalcico (DCP) e fosfato dicalcico di-

hidratado (DCPD) (SUSUZI, 2010).

Tabela 2 — Fosfatos de calcio utilizados como materiais para substituicdo de osso (SUSUZI, 2010).

Fosfato de célcio® Férmula quimica Método de preparo  Forma implantada
DCP CaHPO, Sintese P6, granulos e blocos
DCPD CaHPO,.2H,0 Sintese Cimentacdo
ACP Ca3(P0O,),.nH,0 Sintese Granulos; revestimentos
B-TCP Ca3(P0O,), Sintese e/ou Massa e granulos
sinterizagao
ocCP CagH,(P0O,)s.5H,0 Sintese Granulos; revestimentos;
granulos ou depdsito em
polimeros
HA Ca-deficiente Ca10.xH(PO,)s(OH),.,, Sintese e/ou Granulos; revestimentos
O<x<2 sinterizagdao
Carbo-HA Cay(P0O,4, CO3)6(0OH), Sintese e/ou Granulos, depdsito em
sinterizacdo polimeros; revestimentos
Nano-HA Cay(P0O,)s(OH), Sintese Depdsito em polimero
HA Cay(P0O,)s(OH), Sintese e/ou Massa e granulos;
sinterizagao revestimentos

% DCP, fosfato dicdlcico (forma anidro); DCPD, fosfato dicdlcico diidratado; ACP, fosfato de cdlcio
amorfo; 8-TCP, B-fosfato tricdlcico; OCP, fosfato octacdlicico; HA, hidroxiapatita.

O tamanho das particulas de fosfato de calcio com vérias razdes molares de Ca/P e no
intervalo entre nanémetro e micrometro de didmetro afetam a diferencia¢do osteoblastica (SUSUZI,

2010).

3.2. Fosfato octacdlcico
A composicdo estequiométrica do fosfato octacalcico (OCP, CagH,(PO,4)s.5H,0) tem uma
razdo molar Ca/P de 1,33; O OCP contem 32,63% de Ca em peso, 18,91% de P em peso, 47,22% de O
em pesoe 1,23% de Hem peso. O OCP ndo estequiométrico apresenta uma deficiéncia de Ca

ou inclui Ca excessivo na estrutura.

Quando o OCP ndo estequiométrico é convertido para uma estrutura apatita através de
hidrélise promovida por incubagdo em dagua quente ou uma solugdo que contenha fllor sob

condicBes fisioldgicas, a razdo molar de Ca/P aumenta de aproximadamente 1,23-1,26 para



aproximadamente 1,49 em comparagdo com uma razdo molar Ca/P estequiométrica de 1,67 para

HA, acompanhado por um decréscimo progressivo no fosfato dcido (SUSUKI, 2010).

Os cristais de OCP sdo triclinico e consistem em camadas de “apatita alternada” (arranjo de
calcio e fosfato grupos semelhante ao da apatita) e "camadas hidratadas". Estas duas camadas sdo
ligadas umas as outras por intera¢cdes de Van der Walls e ligagcbes de hidrogénio. O OCP ocorre
muitas vezes como um intermedidrio transiente na precipitacdo da HA termodinamicamente mais
estdvel e apatitas bioldgicas. A relacdo proxima entre OCP e HA tem sido usada para explicar a
incorporagdo (via hidrélise) das impurezas, em particular, carbonato de magnésio, e os ions de
sodio, e, portanto, a ndo-estequiometria de apatitas precipitadas. O OCP é biocompativel,
reabsorvivel, e osteocondutor sob a forma de pd compactado ou sob a forma de revestimento

biomimético.

DCPD, OCP, carbonatos, e/ou apatita deficiente sdo submetidos a transformagdes térmicas:
as fases contendo agua, tais como, DCPD ou OCP desidratam a aproximadamente 180°C. O HPO,
contendo fases de fosfato de cdlcio, tais como apatita deficiente, OCP ou DCPD sustentam uma
condensac3o resultando na formag3o de ions de pirofosfatos (P,0,") a aproximadamente 300°C de
acordo com a reagdo:

2HPO,* = P,0,* + H,0

Dependendo do modo de substitui¢cao, o tratamento térmico da apatita carbonatada pode
conduzir a libertagdo de gds de CO, com rearranjos subsequentes. Como resultado de um

tratamento térmico, pode haver a presenca de uma mistura de subprodutos: pirofosfato, HA, e TCP.

Cada fase fosfato de calcio possui sua prépria solubilidade termodinamica. Por exemplo, a
pH =7 e 37°C, HA é a fase mais estavel, seguido por TCP, OCP, e finalmente, DCPD. No entanto, estas
consideragbes termodinamicas estdao sob condi¢des de equilibrio e, portanto, eles ndo levam em

conta a cinética da formacdo de uma outra fase em condices dinamicas (BARRERE et al, 2006).

O OCP puro pode ser obtido in vitro por qualquer um dos seguintes métodos relatados: (a)
hidrélise do fosfato dicélcico diidratado, CaHPO,.2H,0, DCPD; (b) cristalizacdo homogénea a partir
de solucGes saturadas com hidrogenofosfato de célcio, pH 5,7 a 7,0, 40 a 70°C; (c) difusdo lenta de
ions calcio contendo fosfato em sistemas de gel (silica, agar ou colageno), pH 6 a 7,5, 37 a 60°C; e (d)
por crescimento semeado a condi¢cdes constantes de pH/composicdo. Métodos anteriores de
precipitacdo ndao eram consistentes em originar o OCP puro, resultando em alguns casos na

formacdo de fases de fosfatos de célcio mistas: OCP + DCPD ou OCP + HA. E neste estudo foi feito



um OCP puro por um método direto de precipitacdo e com a vantagem de obter o OCP puro, apds
um periodo mais curto (1-4h) em comparagdo com outros métodos que requerem 16-20h (LeGeros,

1985).

O OCPtem sido proposto como um precursor biolégico de cristais de apatita no osso
e dente, embora a natureza quimica do primeiro mineral formado em vertebrado a biomineralizagdo
permanece controversa (MURAKAMI et al, 2010). Alguns estudos sugerem quea natureza
guimica do OCP tem um papel potencial na iniciacdo da formacao de osso a partir da sua superficie,
embora o efeito da forma de cristal ndo possa ser excluido nos fosfatos de calcio estudados (SUZUKI,
2010). Além do tipo demineralque éformado em primeiro lugarno inicio da
osteogénese, recentes estudos intensivos sobre a aplicacdo experimental do OCP sintético
mostraram que ele tem o potencial de aumentar a formacdo de osso novo (MURAKAMI et al, 2010).
Outros estudos sugeriram que apatita de baixa cristalinidade muito pequena pode ser formada

diretamente na mineralizagdo inicial dssea (KIKAWA et al, 2009).

As caracteristicas de osteoconduc¢do OCP foram demonstradas pela primeira vez em forma
granular na regido subperiosteal da calvaria do rato, mostrando o rapido aparecimento de um novo
0ss0 mais claramente do que HA ou HA Ca-deficiente (MURAKAMI et al, 2010). Outros resultados
sugerem que a formacdo de osso reforcada em rato calvaria poderia estar associada com a natureza
biodegraddvel de OCP, e que a OCP poderia ser usado em aumentar o volume de osso
intramembranoso (KIKAWA et al, 2009). Além disso, foi confirmado que o OCP foi o Unico em que
os filamentos finos e materiais granulares foram formados em torno das particulas de OCP, cuja
estrutura foi muito semelhante a do locus de partida da mineralizagdo éssea intramembranosa ou
chamados nédulos dsseos. Assim, o interesse intensivo neste material tem prosseguido com a
sua aplicacdo clinica possivel e a sua eficdcia para o uso em vdrias formas, incluindo revestimento
sobre implantes metdlicos e compdsitos com polimeros, tais como coldgeno, gelatina e alginato

(MURAKAMI et al, 2010).

De fato, se é implantado em vdrios defeitos dsseos experimentalmente criados, o OCP
aumenta a formagdo dssea melhor do que os materiais diversos (HA ndo-estequiométrica Ca-
deficiente obtida através da precipitacdo direta ou OCP hidrolisado e nado-sinterizado ou HA
sinterizada com uma razdo molar Ca/P estequiométrica de 1,67). Além disso, o OCP biodegrada
através de reabsorc¢do direta por osteoclastos, como as células, reforcando a substituicdo por osso

recém-formado ao longo dos periodos de implantagdo progressiva (SUZUKI, 2010).



A instabilidade do OCP, que tende a dissolver-se e converter-se a HA, pode afetar a
condutividade dssea do presente fosfato de cdlcio. No entanto, ndo é claro como e quando o OCP
estimula células osteobldsticas para diferenciar durante o processo de conversao. Foi sugerido que a
capacidade do OCP para formar osso pode diferir na sequéncia de cristais com varias
estequiometrias de OCP que exibem um grau de hidrélise distinta do OCP para HA. Alguns resultados
sugerem que a formacdo dssea pelo implante do OCP pode ser estimulada durante o periodo inicial

de conversdo antes da maturagao estrutural em HA ser completa (SUZUKI, 2010).

Os resultados de outros estudos sugerem que uma alteracdo na concentracdo de ions de
calcio causada pela existéncia de cristais OCP, mais provavelmente induzida através do processo de
conversao OCP-HA, poderia induzir a formacdo de osteoclastos. O estudo sugere que o OCP pode
interagir como tecido circundante durante a conversdao OCP-HA, que ¢é acompanhada

por incorporacado do ion cdlcio e liberacdo de ions fosfato a partir dos cristais (SUZUKI, 2010).

Embora o DCP, ACP e OCP sdo reconhecidos por tenderem a converter a fase apatita e a
levar a uma nova formagdo éssea mais rapidamente do que a HA ou a hidroxiapatita deficiente em

calcio, o OCP induz uma estrutura Unica nas superficies ao nivel ultraestrutural (SUZUKI, 2010).

Sabe-se que a solubilidade a pH fisioldgico decresce na ordem: OCP, B-fosfato tricélcico (B-
Ca3(P0O,),; B-TCP) e HA. O B-TCP é amplamente aceito como uma bioceramica biodegradavel e
utilizado clinicamente. O OCP é o sal mais soluvel entre eles, de modo que muita aten¢do tem sido
dada ao uso do OCP sintético com a expectativa de que na qualidade do potencial loci para a
nucleacdo da indugdo do osso em sitios ortotdpicos, o que poderia ser substituido com um volume
significativamente maior de osso recém-formado em comparacdo com as fases de outros fosfatos de
calcio, tais como HA ou apatita amorfa carbonatada. Foi explicado neste estudo que as
caracteristicas biodegradaveis de OCP sdo adquiridas através da sua reabsor¢do por osteoclastos
como células gigantes multinucleadas (MNGCs) em espacos de medula dssea depois de uma
guantidade maior de deposi¢ao de novo 0sso em comparagdo com a quantidade de HA, em adigdo a
sua natureza solivel em condi¢do fisioldgica. No entanto, é ainda incerto se a formagao de osso
reforcada é induzida acoplada com a reabsor¢do osteocldstica do OCP em ndo apenas espagos de
medula dssea, mas também em um ambiente préoximo ao osso intramembranoso, tais como a
calvdria. A regido subperiosteal de osso intramembranoso é considerada como sendo um local
menos reativo em compara¢do com o local de medula éssea em relagdo a formagdo de osso

(KIKAWA et al, 2009).



Outros estudos em solubilidades de fosfato de calcio e para o equilibrio de soro
humano sugeriram que os fluidos corporais sdao quase saturados com a fase mineral do OCP. A
capacidade de reabsorver os cristais de fosfato de cdlcio pelos osteoclastos pode ser associada
com a solubilidade dos cristais em ambiente fisiolégico. E provavel que o aparecimento de células
tipo osteocldsticas semelhantes ao redor de OCP implantado estd associada com a natureza do
OCP soluvel. Algumas analises mostraram que tanto a taxa de formacdo dssea e reabsorgdo
osteoclastica aumentou como os tamanhos de granulos de OCP implantado aumentaram (SUZUKI,

2010).

A montagem dos cristais do OCP tem sido relatada para mostrar células dsseas diferenciadas
estromais da medula. Os resultados destes estudos sugerem que os fatores fisicos, tais como a
distribuicdo de poros e morfologia das particulas, podem também estar envolvidos na capacidade

estimuladora do OCP (SUZUKI, 2010).

Estudos anteriores mostraram que o fosfato octacalcico sintético (OCP) melhora a formacao
de osso juntamente com a sua prépria biodegradacdo osteocldstica mais do que a hidroxiapatita
(HA) ndo-biodegradavel, incluindo ceramica de HA sinterizada, quando implantada em defeitos
6sseos animais. E existem também analises histomorfométricas que demonstraram que a formacao
Ossea foi facilitada em superficies OCP com maior atividade da fosfatase alcalina do que em HA em

até 21 dias (KIKAWA, 2009).

Recentes estudos in vitro revelaram que OCP facilita a diferenciacdo de células osteoblastica,
e que esse aumento significativo em osteoblastos relacionados com a expressdo do gene, tais como
asterix e fosfatase alcalina (ALP), foi observado em fung¢do da dose de OCP. Tem sido demonstrado

que o OCP sintético é convertido em HA tanto in vivo e in vitro (KIKAWA, 2009).

Estudos anteriores mostraram que um processo de conversdao OCP-HA envolve trocas de
ions calcio e fosfato com o meio tecido circundante e esta envolvido na promogdo da diferenciagao
celular osteoblastica e regeneragao dssea. O OCP pode ser convertido sem alterar a sua morfologia
original, mesmo in vivo, onde a formacdo dssea foi acelerada pela sua implanta¢do proporcionando
assim um andaime para a fixacdo dos osteoblastos, proliferacdo e subsequente diferenciacdo

(KIKAWA, 2009).

Foi demonstrado também que otamanho de granulo de OCP controla a capacidade de
formagdao de osso deste material em rato calvdria de defeito de tamanho critico. A formacdo
Ossea foi aumentada pelos maiores granulosde OCP (500-1000 um), além de estimulara

reabsorgao osteocldstica da superficie dos granulos de OCP. A varia¢do na distancia entre os espagos
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intergranulares depende da granulometria do OCP e deve ser uma variavel importante associada
a granulometria quanto a disponibilizacdo de espacos em que as células osteoblasticas podem se
infiltrar e se diferenciar. Outros estudos estdo em andamento para determinar o mecanismo do
aumento da formacdao dssea por OCP acompanhando uma biodegradacao intensificada pela

reabsorcdo osteocldstica em determinados espacos intergranulares (MURAKAMI et al, 2010).

O fosfato de calcio sintetizado precisa ser caracterizado para identificar sua estrutura e
estequiometria. Existem diversas técnicas de caracterizacao fisico-quimica para esta identificacao,
sendo as técnicas utilizadas neste trabalho: a espectroscopia (Infravermelho por transformada de
Fourier, Ultravioleta-Visivel e absor¢do atomica), difracdo de raios-X, microscopia eletrénica de

varredura, tamanho de particula e area superficial especifica calculada pelo método B.E.T.

3.3. Espectroscopia

As medidas baseadas na luz ou outras formas de radiacdo eletromagnética sdo amplamente
empregadas em quimica analitica. As interac¢Ges da radiagdo com a matéria sdo o objeto de estudo
da ciéncia da espectroscopia. Os métodos espectroscépicos de analise sdo baseados na medida da
guantidade de radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdbmicas de
interesse. Podemos classificar os métodos espectroscopicos de acordo com a regido do espectro
eletromagnético envolvida na medida. As regiGes espectrais que tém sido empregadas incluem os
raios y, os raios-X, ultravioleta (UV), visivel, infravermelho (IV), microondas e radiofreqtiéncia (RF).
De fato, o uso corrente estende mais ainda o significado da espectroscopia de forma a incluir
técnicas que nem mesmo envolvem o uso de radiagao eletromagnética, como a espectroscopia

acustica, de massas e de elétrons.

A espectroscopia tem desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento da teoria
atébmica moderna. Além disso, os métodos espectroquimicos tém provido talvez as ferramentas mais
amplamente empregadas para a elucidagdo de estruturas moleculares, bem como na determinagdo

gualitativa e quantitativa de compostos organicos e inorganicos.

Os componentes épticos descritos na Figura 1 tém sido combinados de varias formas para
produzir dois tipos de instrumentos e permitir a obtencao de medidas de absor¢ao. Muitos termos
comuns sdao empregados para descrever os instrumentos completos. Assim, um espectrometro é um
instrumento espectroscépico que utiliza um monocromador ou um policromador juntamente com
um transdutor para converter as intensidades radiantes em sinais elétricos. Os espectrofotdmetros
sdo os espectrOmetros que permitem a medida da razdo entre as poténcias de dois feixes, uma

exigéncia para se medir a absorbancia. Os fotOmetros empregam um filtro para selecdo do
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comprimento de onda juntamente com um transdutor de radiacdo adequado. Os
espectrofotémetros oferecem a vantagem considerdvel de que o comprimento de onda pode ser
alterado continuamente tornando possivel registrar-se um espectro de absorcdo. Os fotdmetros
apresentam as vantagens da simplicidade, da robustez e do baixo custo. A maioria dos
espectrofotdmetros cobre a regido do UV/visivel e, ocasionalmente, a regido do infravermelho
proximo, enquanto os fotdbmetros sdo quase exclusivamente utilizados na regido do visivel (SKOOG,
2006). Na figura 1 observa-se que a radiacdo de comprimento de onda selecionado atravessa por
meio da amostra e a radiag¢do transmitida é medida na unidade de detecc¢do/processamento de
sinal/leitura. Em alguns instrumentos, as posi¢des da amostra e do seletor de comprimento de onda

sdo invertidas (SKOOG, 2006).

(5)
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de saida do sinal

Figura 1 — Arranjo para as medidas de absorbancia. (SKOOG, 2006).

3.3.1. Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier — IVTF
Os espectrometros com transformada de Fourier utilizam um dispositivo engenhoso
denominado interferometro de Michelson, o qual foi desenvolvido ha muitos anos por A.A.
Michelson para efetuar medidas precisas do comprimento de onda da radiagdo eletromagnética e

para fazer medidas de distancia com incrivel exatiddo.

Um diagrama de um interferometro de Michelson é exposto na Figura 2. Este consiste em
uma fonte de luz colimada (mostrada a esquerda do diagrama), um espelho estacionario acima, um
espelho moével a direita, um divisor de feixe e um detector. A fonte de luz pode ser uma fonte
continua, como na espectroscopia de IVTF, ou pode ser uma fonte monocromatica, como um laser
ou uma lampada de arco de sédio para outros usos — por exemplo, medidas de distancia. Os
espelhos sdo de vidro polido ultraplanos com uma camada refletora depositada na forma de vapor
em suas superficies. O espelho mével é em geral montado em um posicionador linear preciso que
permite que ele se mova ao longo da diregdo do feixe de luz enquanto se mantém perpendicular a

este, como representado no diagrama (SKOOG, 2006).
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A chave para a operacdo do interferémetro é o divisor de feixe, o qual é geralmente
constituido por um espelho semiprateado similar aos espelhos de “um sé lado” vistos nas lojas e nas
salas policiais de interrogatdrio. O divisor de feixe permite que uma fracao do feixe que o atinge
passe através do espelho enquanto outra fracdo é refletida. Esse dispositivo funciona nas duas
direcGes, de forma que a luz que atinge qualquer um dos lados do divisor de feixe seja parcialmente

refletida e parcialmente transmitida (SKOOG, 2006).

O espectro de uma amostra pode ser adquirido obtendo-se primeiramente um
interferograma de referéncia da fonte sem a amostra no caminho éptico, como exposto na Figura 2.
Entdo, a amostra é colocada no caminho indicado pela seta e pelo retangulo tracejado na figura e,
uma vez mais, varremos o espelho e adquirimos um segundo interferograma. Em espectrometria
IVTF, a amostra absorve a radiacdo infravermelha, o que atenua os feixes no interferémetro. A
diferenca entre o segundo interferograma (amostra) e o interferograma de referéncia é computada.
Uma vez que o interferograma resultante da diferenca depende somente da absorcdo da radiacdo
pela amostra, a FFT (algoritmo computacional denominado transformada de Fourier rapida) é

realizada apenas nos dados resultantes, o que produz o espectro de IV da amostra (SKOOG, 2006).
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Figura 2 — Diagrama de um interferometro de Michelson (SKOOG, 2006).
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Na figura 2 também observa-se que um feixe da fonte de luz a esquerda é dividido em dois
feixes pelo divisor de feixes. Os dois feixes percorrem caminhos separados e convergem sobre o
detector. Os dois feixes, A’ e B convergem-se na mesma regido do espaco e formam um padrdo de
interferéncia. A medida que o espelho mével a direita se desloca, o padrdo de interferéncia se
desloca sobre o detector e modula o sinal éptico. O interferograma de referéncia resultante é
registrado e empregado como medida da poténcia do feixe incidente em todos os comprimentos de
onda. Uma amostra absorvente é inserida entdo no feixe e o interferograma da amostra é
registrado. Os dois interferogramas sdao empregados para computar o espectro de absorcdo da

amostra (SKOOG, 2006).

O IVTF analisa um espectro inteiro no mesmo intervalo de tempo de que um IR convencional
demoraria em analisar um simples elemento espectral. Teoricamente um IVTF pode varrer um
espectro 0 a 4000 cm™, com uma resolucdo de 1 cm™, quatro mil vezes mais rapido do que um
instrumento dispersivo, com a mesma relagdo sinal/ruido, ou, por um outro ponto de vista, para um
mesmo tempo de medida um acréscimo de aproximadamente sessenta e trés vezes na relagdo

sinal/ruido pode ser obtido com um IVTF (OREFICE, 2006).

3.3.2. Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-VIS)

A espectroscopia no Ultravioleta-visivel (UV-Vis) envolve a absor¢do de radiacdo
eletromagnética por atomos e moléculas na faixa de comprimento de onda (A) de 190 a 800 nm,
causando a transicao eletrénica do estado fundamental para estados excitados. Um retorno ao
estado fundamental provoca a reemissdo da radia¢dao ou liberagdo de calor, através de fendmenos
denominados, fluorescéncia e fosforescéncia. Idealmente, a espectroscopia de UV-Vis seria uma
técnica quantitativa perfeita, uma vez que cada espécie absorveria em um comprimento de onda
caracteristico. Contudo, vibragGes, rota¢Oes e translacdes moleculares e outras interacdes quimicas

promovem absorg¢des nao especificas no espectro de UV-Vis.

O equipamento de espectroscopia no UV-vis consiste de uma fonte de radiagdo, um
monocromador, e um detector. A Fonte na faixa de comprimento de onda do visivel utiliza
geralmente uma lampada de tungsténio. Para geragdo de radiagdo eletromagnética na faixa de

comprimento de onda do ultravioleta utiliza-se lampada de deutério.

A incidéncia de radiacdo eletromagnética na faixa de energia do UV-Vis provoca diversas
transicdes eletronicas, principalmente nos orbitais moleculares mais externos, denominados de
camada de valéncia (banda de valéncia) e camada de conducdo (banda de conducgdo). Estas bandas

sdo formadas pela combinacdo dos orbitais atbmicos dos elementos que constituem a molécula. As
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transicOes eletronicas entre estes orbitais moleculares dependerdo de cada sistema e,
principalmente, da energia necessdaria pra levar o elétron do estado fundamental, para o estado
excitado (“salto”), AE (E*- E%), correspondente a energia absorvida de um féton da radiagdo UV-Vis

incidente (hv), sendo v a freqiiéncia da radiacdo e h, a constante de Planck (OREFICE, 2006).

3.3.3. Espectroscopia de absorgdo atémica

Na espectroscopia de absorg¢ao atdmica, uma fonte externa de radiacdo incide sobre o vapor
do analito. Se a fonte de radiacdo externa for de frequéncia (comprimento de onda) apropriada,
poderd ser absorvida pelos atomos do analito e promové-los a estados excitados. Apds alguns
nanossegundos, os atomos relaxam para o seu estado fundamental transferindo seu excesso de
energia para os outros atomos ou moléculas no meio.

A fonte de radiacdo mais util para a espectroscopia de absorcao atomica é a lampada de
catodo oco, mostrada esquematicamente na Figura 3. Esta consiste em um anodo de tungsténio e
de um catodo cilindrico selado em um tubo de vidro, contendo um gas inerte, como o argonio, a
pressdes de 1 a 5 torr. O catodo é fabricado com o metal do analito ou serve de suporte para um

recobrimento desse metal (SKOOG, 2006).
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Figura 3 — Diagrama de uma lampada de catodo oco (SKOOG, 2006).

A absorcdo atdmica em chama fornece um meio sensivel de determinar cerca de 60 a 70
elementos. A maior limitacdo da AA estd na sua natureza monoelementar, ou seja, apenas um
analito é avaliado a cada vez. Isso é determinado pelo fato de que se necessita de uma lampada

diferente para cada elemento (SKOOG, 2006).

3.4. Difragdo de Raios-X
A difracdo de Raios-X é um processo que ocorre em um feixe paralelo de radia¢do quando

passa por uma fenda ou orificio. A difracdo corresponde a mudanga de direcdo de uma onda por
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centros de espalhamento cujos espacamentos sdo aproximadamente do mesmo tamanho do

comprimento de onda da onda.

Considerando que os cristais apresentam um reticulado ordenado com os espacamentos
conhecidos dyg entre os planos de atomos (hkl) é possivel a ocorréncia de difracdo nestes planos
cristalinos desde que o comprimento de onda da radiacao seja da ordem de 0,1 nm. Desta forma, é
possivel a caracteriza¢do da estrutura cristalina de um material através da difracdo de raios X (DRX —

X-Ray Diffraction).

Em um experimento de difracdo, é necessario, inicialmente, um gerador de raios X. Estes sdo
obtidos em um tubo no qual existe uma fonte de elétrons, uma alta tensdo de aceleragdo e um alvo
metalico. Os elétrons emitidos termoionicamente em um filamento e acelerados pela diferenca de
potencial ao interagirem com o alvo metalico resultam na emissdo de raios X, principalmente pelo
decaimento de elétrons, de uma camada mais externa para uma mais interna, devido a remocdo de

um elétron de uma camada interna.

Estes raios-X sdo colimados e direcionados para o material em andlise. Ao interagir com o
material, sera observada difracdo quando ocorrer interferéncia construtiva entre os raios difratados.
Esta condicdo serd satisfeita quando a diferenca do comprimento dos caminhos entre raios-X
adjacentes for igual a um nimero inteiro (n) de comprimentos de onda (A). A relagdo que demonstra
esta condicdo é a equacdo de Bragg:

n.A=2.d.sen0

onde d é o espaco interplanar e 8 é o angulo de espalhamento. E interessante observar, no
entanto, que verificar a equagado de Bragg é necessaria, mas ndo suficiente para garantir a difragdo
em materiais cristalinos cuja célula unitaria possua atomos situados em outras posi¢cdes além dos
vértices da célula unitdria, isto é, ao longo das arestas, nas faces ou no seu interior. Isto ocorre
porque, nestes materiais pode ocorrer espalhamento por estes dtomos, o que pode produzir
interferéncia. Os raios difratados sdo, entdo, captados pelo detector. Dependendo do tipo de
detector utilizado (filmes fotograficos ou contadores) serdo obtidos os padrbes de difracdo do

material na forma de pontos brilhantes no filme ou de picos no espectro.

O DRX é uma poderosa técnica usada, primeiramente, para identificar as fases cristalinas
presentes nos materiais, pois cada sdlido cristalino tem o seu padrdo uUnico de difracdo de raios-X
qgue pode ser usado como uma “impressao digital” para a sua identificacdo. Permite também a

medida de propriedades estruturais destas fases, tais como: estado de deformacdo, tamanho de
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grdo, composicdo da fase, orientacdo preferencial e estrutura de defeitos e é usada para
determinacdo da espessura de filmes finos e multicamadas e arranjos atébmicos em materiais

amorfos e em interfaces (OREFICE, 2006).

3.5. Microscopia Eletrénica de Varredura

O principio da microscopia eletronica de varredura consiste na emissdo de um feixe de
elétrons por um filamento de tungsténio, que concentrado, controlado e reduzido por um sistema
de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas, incide sobre a amostra, provocando uma série de
emissoes de sinais relacionados com a interacdo do feixe de elétrons incidente e a amostra. Os sinais
emitidos encontram-se sob a forma de elétrons (secundarios, retroespalhados, absorvidos,
transmitidos, difratados, etc.) e de fotons (fotoluminescentes e raios-X), os quais sdo captados por
detectores apropriados, sendo amplificados e processados num sistema analisador especifico para

cada tipo de sinal (OREFICE, 2006).

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a obten¢do de uma imagem
ampliada e tridimensional da amostra a partir da interacdao de um feixe de elétrons com o material,
desde que este seja ndo transparente aos elétrons. O feixe de elétrons (elétrons primarios) gerado
por efeito termo-ionico é acelerado através de uma diferenca de potencial e colimado através de
uma coluna 6tico-eletrénica sendo conduzido a cdmara que contém a amostra. Este feixe de
elétrons ao focalizar um ponto da amostra gera sinais que sdo captados e amplificados fornecendo
um sinal elétrico que gera a imagem. Conforme o feixe varre a drea em andlise, uma imagem virtual

vai sendo formada ponto a ponto (OREFICE, 2006).

Para a garantia do livre caminho médio dos elétrons, é necessario um sistema de alto vacuo

(933 - 1333 Pa) nas partes que compGem o equipamento.

A interacdo do feixe de elétrons com a amostra gera uma variedade de sinais. Na
microscopia eletronica de varredura para a obteng¢do da imagem sdo captados elétrons secundarios,

elétrons retroespalhados e raios-X caracteristicos.

Os microscopios eletronicos de varredura apresentam, atualmente, resolucdes de até 0,5 nm
(SE, 30kV e aumento 600.000 vezes), possibilidade de aumento de até 2.000.000 vezes e sdo
extensivamente utilizados nas pesquisas das areas biomédicas e de materiais, nas industrias de
semicondutores, em laboratérios de pesquisas avangadas e em muitas outras aplicagdes (OREFICE,

2006).
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3.6. Tamanho de particula
Uma esfera pode ter o seu tamanho definido por um Unico valor: o diametro. Porém
particulas com formatos irregulares necessitam de mais de uma medida para a quantificacdo do seu
tamanho. Para expressar este valor em um Unico nimero, normalmente adota-se o valor de uma
esfera equivalente. Dependendo do que é medido (maior ou menor comprimento, volume, massa,
area projetada, velocidade de sedimentacdo, etc.) o diametro desta esfera equivalente apresenta

valores diferentes, encontrando-se um diametro médio.

O diametro médio, porém, ndao pode ser apresentado como Unica informacao referente ao
tamanho do material particulado. Como ja mencionado, deve-se obter informag¢des com respeito a
distribuicdo granulométrica do pd, pois materiais com diametros médios idénticos podem
apresentar diferentes distribuicdes. Um pd, por exemplo, com distribuicdo de tamanho de particula
entre 0,1 e 200 um e outro com particulas entre 10 e 100 um podem ter o mesmo diametro médio,
mas o comportamento destes pds durante o processamento, e as propriedades finais dos produtos

gerados a partir de cada pd serdo completamente diferentes.

A amostragem e a dispersdo das amostras sdo etapas cruciais para uma analise
representativa e reprodutiva do tamanho de particula. E fundamental que se tenha uma amostra

gue efetivamente represente o lote de material e que esta amostra esteja bem dispersa.

Nas andlises de tamanho de particula a dispersdo é muito importante para que agregados ou
aglomerados fracos ndo sejam interpretados como particulas individuais. Além disso, pds bem
dispersos tendem a apresentar uma maior estabilidade, o que melhora a reprodutibilidade da

analise.

Varios métodos podem ser usados para a desaglomeragao das particulas (banho ou sonda de
ultrassom, agitagdo, etc). Estes processos sdo utilizados para fornecer energia suficiente para

separar particulas aderidas por forcas superficiais.

A multiplicidade de técnicas de andlise do tamanho de particula é muito grande. A respeito
da técnica de analise por espalhamento (ou difracdo) de luz pode-se dizer que as particulas sdo
dispersas num fluido em movimento. As particulas de pé causam descontinuidades no fluxo do
fluido, que sdo detectadas por uma luz incidente, e correlacionadas com o tamanho de particula. Ao
atingir uma quantidade de particulas, a luz incidente sofre uma interagao segundo quatro diferentes
fendmenos (difracdo, refracdo, reflexdo e absorgdo) formando um invélucro tridimensional de luz
(figura 4). O formato e o tamanho deste invélucro sdo afetados pelo indice de refragdo relativo da

particula no meio dispersante, pelo comprimento de onda da luz e pelo tamanho e formato da
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particula. Detectores estrategicamente posicionados medem a intensidade e o angulo da luz
espalhada. O sinal dos detectores é entdo convertido para a distribuicdo de tamanho de particula

através de algoritmos matematicos.

Detector de

multi-angulo
Luz difratada \*
. T ———
A
—-
Feixe de = 4
laser
Lente

Figura 4 — Interacdo do raio de luz com uma particula esférica mostrando os
angulos difratados determinados pelo tamanho da particula (PAPINI, 2003).

O conceito fundamental desta técnica é a teoria de espalhamento Mie que apresenta uma
solucdo matemadtica para o espalhamento de luz incidente sobre particulas esféricas e pode ser
aplicada para particulas com diferentes formatos e razdes de aspecto. Para a sua aplicacdo, porém, é
necessario um conhecimento prévio dos indices de refracdo do material que esta sendo analisado e

do meio em que ele se encontra.

O tamanho de particula altera a intensidade e o dngulo do feixe de luz espalhado. Com a
utilizacdo de luz monocromatica (coerente), ou seja, laser, o angulo de espalhamento é
inversamente proporcional ao didmetro da particula (assume-se a forma esférica). O menor
tamanho de particula passivel de detecgdo deve ser pelo menos duas vezes o comprimento de onda
do laser. A limitagdao do tamanho maximo surge do fato de que o angulo do feixe difratado se toma

muito préximo daquele de um feixe ndo espalhado (PAPINI, 2003).

3.7. Andlise da drea superficial (método BET)
A andlise da area superficial especifica permite a obtencdo de informac&es relacionadas as

particulas e aos poros presentes no pé (FONSECA, 2008).

A fisissor¢ao de nitrogénio é a técnica mais utilizada para os estudos das caracteristicas dos
poros e areas superficiais de materiais solidos particulados. Basicamente, a técnica determina a
guantidade de gas adsorvido sobre a superficie do material sélido, estimando-se a area superficial
total desta quantidade. A isoterma obtida representa as reais condi¢Ges do material e nos fornece

informagdes também sobre o volume e tamanho dos poros (PLOTEGHER, 2010).
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A contribuicdo dos poros para a area superficial especifica pode ser avaliada por meio de
isotermas de adsorcdo de gds. Com isotermas de adsorcdao de N, em regides de baixa pressao, é
possivel calcular a area superficial especifica de um sélido, conhecendo-se o volume do gas
necessario para recobrir a superficie em monocamada e a area ocupada pela molécula do gas (CESSA

et al, 2009).

A maioria dos atributos que definem o comportamento fisico-quimico de uma amostra esta
relacionada com a superficie de reacdo de seus constituintes organicos ou inorganicos. Esta
superficie, por unidade de massa, € conhecida como a area superficial especifica total (ASEt,
expressa em m’g”). A ASEt é o somatdrio das superficies de exposicdo interna (ASEi) e externa

(ASEe) das particulas (JUNIOR et al, 2007).

O método empregado, com excelente reprodutibilidade, baseia-se na adsorcdo fisica de
moléculas ndopolares. Neste caso, o0 método mais comumente adotado emprega a molécula de N,,
que é adsorvida a superficie externa da particula em baixa temperatura (-196°C), obtendo-se como
resultado a ASEe por meio de uma isoterma de adsor¢do, conforme a teoria de Brunauer-Emmett-

Teller (BET) (JUNIOR et al, 2007).

4. Materiais e Métodos

4.1. Sintese

A sintese do fosfato octacalcico foi realizada seguindo um método direto de precipitagao
(LeGeros, 1985). Foram usados como reagentes Ca(OH), e Na,HPO, e ,para ajuste de pH, usou-se
acido acético glacial e KOH 10 M. Nesse artigo de LeGeros et al. mostra-se que se houver outros ions
presentes em solucdo ha formacdo de OCP e sua transformacdo para apatita pode ser inibida. O
tempo de digestdo da sintese foi de 4 horas, mantendo o pH 6, sob agitacdo pelo agitador mecanico
IKA a 240rpm e a solugdo de fosfato foi adicionada por gotejamento rapido com o auxilio da bomba
peristaltica. A aparelhagem utilizada para a sintese do OCP pode ser vista na figura 5. A temperatura
foi mantida constante também para o OCP 37°C e OCP 60°C, respectivamente, em 37°C e 60°C. A
sintese foi realizada no reator com capacidade de 10 L e sua temperatura controlada pelo banho

termostatico da marca Haake modelo Phoenix II.
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Figura 5 — Aparelhagem utilizada na sintese do OCP.

Ao final da sintese lavou-se o material com agua milli-Q até a dgua de lavagem ter um pH
aproximadamente 7. Apds a lavagem e a filtracdo o material foi liofilizado. Em seguida o material foi
peneirado para as particulas ficarem com o didmetro menor que 74um. Depois de peneiradas, as

amostras foram tratadas termicamente a uma temperatura de 1100°C no forno marca Quimis.

Para a obtengdo da caracterizagdo fisico-quimica dos fosfatos octacalcicos sintetizados a
37°C e 60°C encaminharam-se estes fosfatos para andlises de difratrometria por Raios-X,
Infravermelho, area superficial pelo método BET, tamanho de particula, microscopia eletronica de
varredura (MEV), andlise quimica elementar (razdo molar Ca/P) e teste de degradacdo. Nos fosfatos

octacilcicos calcinados a 1100°C foi realizada a analise de difratrometria por Raios-X.

4.2. Andlise por espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — IVTF
A andlise de IVTF foi realizada no espectrofotometro de Infra-Vermelho por Transformada de

Fourier Shimadzu, modelo IRPrestige-21. As analises foram feitas utilizando o programa IRsolution.

Para realizar o IVTF das amostras foi utilizado como branco uma pastilha de NaCl, onde
aproximadamente 0,095g do sal foi prensado por 6 minutos a 80 KN. A pastilha da amostra foi
obtida adicionando-se 0,0001g da amostra a 0,095 g de NaCl e mantendo-se as mesmas condicOes

para produgado do branco.
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4.3. Tamanho de particula

Para determinar o tamanho de particula, fez-se uma suspensdo de 1mg/mL em 400 mL de
agua milli-Q sob agitacdo de 5 minutos e decantacdo por aproximadamente 20 minutos. Apds
decantar recolheu-se uma parte do sobrenadante para servir como amostra. E esse tratamento com
a amostra é feito para que a leitura esteja dentro do limite de deteccdo do aparelho. As medidas de
tamanho de particulas foram efetuadas utilizando o equipamento Zeta Plus da Brookhaven

Instruments Corporation, operando com os seguintes parametros:

e tempo: 30 segundos

e indice de refracdo real: 1,63
e numero de leituras: 5

e meio da suspensdo: dgua

e temperatura: 25°C

Depois o sobrenadante foi colocado na cubeta para realizar a leitura. Apds essa leitura
colocou-se essa cubeta no ultrassom, marca Hielscher e modelo UP 200S, operando com um ciclo de
0.5 e amplitude de 60% por alguns minutos e ao terminar este tempo fez-se uma nova leitura do
tamanho de particula no equipamento de potencial zeta para poder comparar o resultado desta
analise com e sem tratamento no ultrassom. Esta analise foi realizada pelo programa BIC Particle

Sizing.

4.4. Teste de degradagdo
Inicialmente preparou-se uma solu¢do tampdo de TRIS-HCI (TRIS = hidroxi metil-
aminometano), dissolvendo-se 13,25g deste material em 500mL de agua milli-Q. Em seguida
ajustou-se o pH dessa solucdo com uma quantidade apropriada de hipoclorito de sédio 1M, a pH 7,4
+ 0,1, a temperatura ambiente (37°C) e finalmente, completou-se o volume a 1000mL com agua

Milli-Q.

Para realizar o teste de degradacgao, adicionou-se a cerca de 1g do material, pesado em tubo
Falcon a 20mL da solugdao tampao tomando-se o cuidado de todo o material ficar em contato com a
solucdo. Em seguida, colocou-se o tubo com a suspensdo sob agitacdo a 2Hz, com movimento
circular ou longitudinal, a temperatura controlada de 37°C por 120 horas. Apds as 120 horas de
agitacdo removeu-se o tubo com o material e deixou-se esfriar até a temperatura ambiente. Depois,
0 espécime (residuo) foi removido através de filtracdo, utilizando-se um papel de filtro previamente

pesado, e lavado 3 vezes na aparelhagem de filtracdo com pequenas quantidades de agua Milli-Q
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para remocdo da solugdo tampdo. Em seguida, o papel de filtro com o residuo foi seco em estufa até

alcangar peso constante.

A diferenca de massa entre o papel de filtro com e sem o residuo é a massa do residuo. E a
massa dos granulos inicial subtraida da massa do residuo somada a massa do residuo nao dissolvido

é a massa do material dissolvido.

Massa material dissolvido = massa inicial granulos — (massa final dos granulos + massa do residuo
nao dissolvido)

Massa do residuo ndo dissolvido = (massa papel de filtro final — massa papel de filtro inicial)

4.5. Andlise quimica elementar

4.5.1. Determinagdo de Cdlcio
A determinacdo de Calcio foi realizada no espectrofotbmetro de absorcdo atdmica
Shimadzu, modelo AA-6800, utilizando a chama de ar/acetileno e usando a lampada de calcio. As

analises foram feitas utilizando o programa WizAArd.

Inicialmente colocou-se a amostra para secar a 110°C por 24 horas. Depois realizou-se a
abertura dessa amostra pesando-se 0,1g do material e adicionando-se 100 mL de HNO3 5%. Apds a

abertura da amostra fez-se uma diluicdo de 40 vezes para que se tivessem valores no meio da curva.

A curva foi feita através de um padrdo de 1000 ppm de Ca da marca Merck. Deste padrdo
foram feitas dilui¢Ges para se obter uma curva de 0 — 15 ppm de Ca. Usou-se como branco para a
determinagao do calcio uma solugdo de HNO3; 5% e Lantanio 1%. Para a leitura das amostras e dos

padrdes usou-se 9 mL desta solugdo de lantanio e HNO; e 1 mL da amostra.

4.5.2. Determinagdo de Fosforo
A determinagdo de Fdsforo foi realizada no espectrofotémetro UV/Visivel Shimadzu, modelo
UV-2450, pelo método de metavanadato de amdnio. As anadlises foram feitas utilizando o programa

UVProbe.

A amostra foi aberta seguindo o mesmo procedimento da determinagdo de cdlcio. Porém a
diluicdo foi feita adicionando-se 0,5 mL dessa amostra a 10 mL da solu¢do de metavanadato de

amonio e agua milli-Q até completar 50 mL.

A curva de calibracdo foi feita através de um padrdo de fosfato da marca Merck. Deste

padrdo foram feitas diluicGes para obtencdo de uma curva de 0 — 20 ppm.
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4.6. Difratometria por Raios-X — DRX
A analise de DRX foi realizada no difratdbmetro de Raios-X PANalytical, modelo X’'Pert Pro. As

analises foram feitas utilizando o programa X’Pert Data Collector.

Para realizar a analise foi necessario espalhar o pé no porta amostra. Todas as analises foram
feitas seguindo as mesmas condi¢des. Essas sdo: passo de 0,02, tempo de varredura de 300

segundos e angulo de 4-100.

4.7. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
As amostras devem seguir dois métodos de preparo: agrupamento ou individualizado. Isso
deve ser realizado tanto para o material bruto quanto para o material purificado, como também

antes da esterilizagdo por autoclave.

No método de agrupamento, uma pequena quantidade do p6 do material deve ser aplicada
sobre uma superficie de vidro de uma placa de Petri e, em seguida, ser espalhado suavemente pela
superficie com batidas suaves na lateral da placa. Para fixar a amostra, primeiramente, deve-se colar
uma fita de carbono (apropriada para MEV) em um suporte de aluminio (stubs). Posteriormente, o
Stub com a fita de carbono deve ser levemente emborcado sobre o pé espalhado (em uma area
onde contém uma menor porg¢do de amostra, de modo a se obter uma imagem mais individualizada
durante a andlise). Ndo se deve aplicar forga. O excesso de po deve ser retirado com jateamento de

ar comprimido em direcdo lateral ao stub.

No método de individualizacdo, 0,01 g amostra deve ser colocado em 10 mL de acetona
contidos em tubo de ensaio e disperso pelo Mixshaker IKA por 1 minuto. Com auxilio de
micropipeta, retirar uma aliquota de 0,1 mL e adicionar sob a fita de carbono previamente fixada no

stub. O stub deve ser condicionado por 24 horas em dessecador com vacuo.

O método utilizado neste trabalho foi o de individualizagdo, pois neste usa-se o Mixshaker
na tentativa de desagregar as particulas e para se obter imagem mais real, sendo um método

melhor que o de agrupamento.

4.8. Andlise da drea superficial (BET) — andlises realizadas pelo INT.
A andlise da area superficial foi realizada no analisador de area superficial especifica — BET

do fabricante Quantachrome.

A técnica consiste em adicionar N, a um tubo padrdo e a outro tubo de mesmo volume,
contendo a amostra, até ambos atingirem a mesma pressdo relativa, durante um intervalo de

aproximadamente 10s. Sabe-se que no tubo padrdo ndao ocorre adsorgao, enquanto que a amostra
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adsorve N,. As medidas de adsorcado foram realizadas a uma temperatura de 77K e a dessorcao foi

realizada a temperatura ambiente.

5. Resultados e Discussao

5.1. Difragdo de Raios-X — DRX
Os resultados da caracterizagao fisico-quimica por difracdo de raios-X mostram as figuras dos
graficos de Intensidade versus 26 que sdao baseados nas tabelas retiradas do programa PCPDFWIN

versao 2.1.

Pode-se observar nos difratogramas das amostras, figura 6 A, que os fosfatos octacalcicos
sintetizados em diferentes temperaturas sdao bem parecidos, sendo que o OCP sintetizado na
temperatura de 60°C é mais cristalino, pois seu espectro de raios-X é mais limpo e possui os picos
mais definidos, mais finos. Isso ja era esperado, pois quanto maior for a temperatura de sintese,
mais cristalino serd o material sintetizado. O aumento de temperatura torna o sistema mais
organizado, pois a medida que a temperatura aumenta, tende a ocorrer um acréscimo na
cristalinidade, pela prépria reducdo na concentracdo de material amorfo. Pode-se afirmar ser um
OCP, pois ao comparar os picos com a tabela correspondente ao OCP observa-se diversos picos
correspondentes, como o pico de intensidade 100% com 26 igual a 4,705 (OCP 100) e outros picos

importantes como o OCP 002 (26 = 25,939) e OCP 530 (26 = 31,300).

Na figura 6 B, onde é apresentado o difratograma da HA, usada como padrdo, pode-se dizer
gue os picos sao correspondentes a HA por apresentarem os picos caracteristicos desta apatita,
como por exemplo, o pico de intensidade 100% com o 26 igual a 31,799 (HA 211) e outros picos

importantes como o HA 002 (26 = 25,900) e HA 300 (26 = 32,929).

Em relagdo as figuras dos fosfatos octacidlcicos tratados termicamente a 1100°C observa-se o
mesmo grafico, figura 7. Este grafico é correspondente ao fosfato tricdlcico, pois seus picos sdo
correspondentes a tabela do TCP apresentando os principais picos como o de intensidade 100% com
26 igual a 31,047 (TCP 0 2 10) e outros picos importantes como o TCP 214 (26 = 27,799) e TCP 220
(26 = 34,362). Dessa forma pode-se dizer que o OCP ao ser tratado termicamente a 1100°C se

decompde se transformando no TCP, sendo uma possivel nova rota para a sintese desse composto.
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Figura 6 — Difratogramas das amostras sem tratamento térmico. Sendo (A) OCP 37°C e 60°C — tabela

74 —1301; (B) HA 37°C —tabela 09 — 0432.
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Figura 7 — Difratograma do OCP 37°C e 60°C tratados termicamente a 1100°C.

5.2 Andlise por espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier — IVTF
Os resultados da caracterizacao fisico-quimica por IVTF sdo apresentados como espectros
(%Transmitancia versus nimero de onda (cm™)) que s3o baseados na tabela de frequéncias de
vibracdo ativa em infravermelho da HA e OCP (SLOSARCZYK et al., 2005, STOCH et al., 2000,
MARQUES, 2003, MARKOVIC et al., 2004).

A figura 8 apresenta bandas caracteristicas do OCP, em ambas as temperaturas. Essas
caracteristicas sdo observadas nas bandas de agua, nas bandas de PO,> e na de HPO,” caracteristica
de OCP situada em 1105 cm™. Ainda na figura 8, tem-se a caracterizagdo da HA 37°C sem tratamento
térmico indicando bandas importantes como a de OH, presente na HA, situada em 3566 cm™. Pode-
se observar também que a intensidade da banda de 4gua é menor do que no OCP como ja era

esperado, pois a estrutura do OCP contém cinco aguas de hidratagdo.



27

OCP60°C STT

100
OCP 37°C STT
80 H,0
©
‘©
c
)
£ 60
c
o
|_
R
40 -
20
PO;—>
T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'1)
®
‘S 90
C
2
g
2 85 - A
=
X
° 80 -1 (B)
75 4 o
PO
70

y T y T y T y T y T y T y 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 8 — Espectros de infravermelho por transformada de Fourier das amostras sem tratamentos
térmicos. Sendo a figura (A) OCP 37°C e 60°C; (B) HA 37°C.
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5.3. Andlise da drea superficial (método BET) e Tamanho de particula
Observa-se na tabela 3 que o OCP 37°C tem uma drea superficial maior que o OCP 60°C. Isso
ja é esperado, pois quando se diminui a temperatura se aumenta a area superficial especifica do
material, pois o material sintetizado a 37°C é mais fino, ou seja, menos cristalino que o de 60°C

proporcionando assim uma area especifica maior.

Tabela 3 — Area superficial calculada pelo método de BET e didmetro médio calculado pelo tamanho

de particula.
Amostra BET area superficial (m*/g) Diametro médio (nm)
OCP 37°C sem tratamento térmico 68 463.7
OCP 60°C sem tratamento térmico 45 735.8

Observa-se nas figuras 9 e 10 a distribuicdo do tamanho de particula das amostras sem
tratamento térmico apds passar pelo tratamento com ultrassom. Este tratamento com ultrassom
desaglomerou as particulas para que se possa ter uma leitura mais proxima do tamanho de particula
real do material, sabendo-se que este tamanho de particula, tabela 3, ainda estd um pouco grande

em relacdo ao real tamanho pois seria necessario um tratamento melhor do que o ultrassom

utilizado.
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Figura 9 — Distribuicdo do tamanho de particula do OCP 37°C sem tratamento térmico apds o
tratamento com ultrassom.
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Figura 10 — Distribui¢ao do tamanho de particula do OCP 60°C sem tratamento térmico apds o
tratamento com ultrassom.

5.4.  Andlise quimica — Razéo Ca/P
Dentro do desvio padrdo da leitura pode-se dizer que as amostras possuem uma razdo Ca/P
bem préxima Do seu valor tedrico. E que os dois fosfatos octacalcicos tiveram valores muito

parecidos, como se pode observar na tabela 4.

Tabela 4 — Raz3o Ca/P das amostras sintetizadas.

Amostra Estrutura Razdo Ca/P Raza? C a/P
teodrica
OCP 37°C sem tratamento térmico Cag(PO,)4(HPO,),.5H,0 1,4+0,7 1,33
OCP 60°C sem tratamento térmico Cag(P0O,)4(HPO,),.5H,0 1,4+0,7 1,33

5.5. Microscopia eletrénica de varredura — MEV
Observa-se na figura 10 que o aspecto do MEV realizado de ambos os fosfatos octacalcicos é

muito parecido. Podendo dizer que se trata da mesma estrutura.
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Figura 11 — Imagem MEV do pds sem tratamento térmico com um zoom de 160.000 vezes. Sendo a
figura (A) o OCP 37°C sem tratamento térmico e (B) OCP 60°C sem tratamento térmico.

5.6. Teste de degradagdo

Experimentos de degradacdo de granulos de OCP seguindo a norma ISO 10993 - 14:2001
mostraram que a temperatura de sintese ndo induz mudancas nas caracteristicas de dissolucdo das
amostras, tabela 5. Uma dissolugdo maxima de 10% foi observada apds 5 dias em contato com o
meio . O resultado do teste de degradacdo fornece caracteristicas importantes, pois dependendo do
local de implante o material precise ser de rapida absor¢do ou ndo. Ao comparar o resultado do OCP
com a HA observa-se que esta tem uma maior porcentagem de massa dos granulos dissolvidos,
sendo um material que proporciona uma reabsor¢do mais rapida do que o OCP nesta forma de

processamento em pé com o didmetro menor que 74 um.

Tabela 5 — Resultado do teste de degradacao.

Amostra Massa dos granulos dissolvidos (%)
OCP 37°C sem tratamento térmico 10,07
OCP 60°C sem tratamento térmico 9,97

HA 37°C sem tratamento térmico 7,86
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6. Conclusoes

Os fosfatos sintetizados a 37°C e 60°C foram caracterizados como OCP estequiométrico

nanoestruturado.

A diminuicdo da temperatura de sintese de 60 °C para 37 °C diminui o tamanho de particula,
aumenta a drea especifica do material, diminui a ordem estrutural do material, mas mantém as

propriedades de dissolucao.

O fosfato tricélcico (TCP) foi obtido através do tratamento térmico de 1100°C das amostras

de fosfatos octacalcicos.

7. SugestOes para trabalhos futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros indicam-se i) um estudo mais detalhado da parte
bioldgica do fosfato octacdlcico, isto é, sua interacdo com células para saber se este poderia vir a ser
usado como um biomaterial de implante assim como a hidroxiapatita é usada; ii) estudo do
tratamento térmico do fosfato octacalcico a 1100°C e em outras temperaturas para acompanhar
essa transformacdo em fosfato tricalcico e poder confirmar o grau de pureza deste fosfato tricalcico

produzido através desse método por meio de outras analises.



32

8. Referéncias Bibliograficas

ARELLANO-JIMENEZ, M.).; GARCIA-GARCIA, R.; REYES-GASGA, J. Synthesis and hydrolysis of
octacalcium phosphate and its characterization by electron microscopy and X-ray diffraction.
Journal of Physics and Chemistry of Solids 70 (2009) 390—-395.

ARIFUZZAMAN, S.M.; ROHANI, S. Experimental study of brushite precipitation. Journal of Crystal
Growth 267 (2004) 624—634.

BARRERE, F.; BLITTERSWIJK, C.A.; GROOT, K. Bone regeneration: molecular and cellular interactions
with calcium phosphate ceramics. International Journal of Nanomedicine 2006:1(3) 317-332.

CESSA, R.M.A.; CELI, L.; VITORINO, A.C.T. et al. Area superficial especifica, porosidade da fragdo
argila e adsorc¢ao de fosforo em dois latossolos vermelhos. R. Bras. Ci. Solo, 33:1153-1162, 2009.

DESTAINVILLE, A.; CHAMPION, E.; BERNACHE-ASSOLLANT, D. et al. Synthesis, characterization and
thermal behavior of apatitic tricalcium phosphate. Materials Chemistry and Physics 80 (2003) 269—
277.

FIORINI, E. J. Medidas para Caracterizacao e Analise de Materiais — Fourier Transform Infrared
Spectroscopy. Faculdade de Engenharia Elétrica, Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo,
2000.

FONSECA, S.T; Processamento e caracterizagdo de pds e de ceramicas de alumina total e
parcialmente nanoestruturadas. Sdo José dos Campos: INPE, 2007. 89p. Dissertacdo (Mestrado) —
Curso de pds-graduacdo em engenharia e tecnologia espaciais/ciéncia e tecnologia de materiais e
sensores, Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, Sdo José dos Campos, 2008.

GIBSON, I.R.; REHMAN, I.; BEST, S.M.; BONFIELD W. Characterization of the transformation from
calcium-deficient apatite to PB-tricalciumphosphate. Journal of materials science: materials in
medicine 12 (2000) 799 — 804.

JOSHI, V.S; JOSHI, M.J. IVTF spectroscopic, thermal and growth morphological studies of calcium
hydrogen phosphate dihydrate crystals. Cryst. Res. Technol. 38, No. 9, 817 — 821, 2003.

JUNIOR, I.G.S.; COSTA, A.C.S.; SAMBATTI, J.A. et al. Contribui¢do dos constituintes da fra¢ao argila
de solos subtropicais a drea superficial especifica e a capacidade de troca cationica. R. Bras. Ci.
Solo, 31:1355-1365, 2007.

KIKAWA, T.; KASHIMOTO, O.; IMAIZUMI, H. et al. Intramembranous bone tissue response to
biodegradable octacalcium phosphate implant. Acta Biomaterialia 5 (2009) 1756—1766.

LEGEROQS, R.Z.; Preparation of octacalcium phosphate (OCP): a direct fast method. Calcif Tissue Int
(1985) 37:194-197.

LIN, F.; LIAO, C.; CHEN, K.; SUN, J. Preparation of high-temperature stabilized B-tricalcium
phosphate by heating deficient hydroxyapatite with Na,;P,0,.10H,0 addition. Biomaterials 19
(1998) 1101 - 1107.



33

LIOU, S.; CHEN, S. Transformation mechanism of different chemically precipitated apatitic
precursors into b-tricalcium phosphate upon calcination. Biomaterials 23 (2002) 4541-4547.

MIYATAKE, N.; KISHIMOTO, K.N.; ANADA, T. et al. Effect of partial hydrolysis of octacalcium
phosphate on its osteoconductive characteristics. Biomaterials 30 (2009) 1005-1014.

MURAKAMI, Y.; HONDA, Y.; ANADA, T. et al. Comparative study on bone regeneration by synthetic
octacalcium phosphate with various granule sizes. Acta Biomaterialia 6 (2010) 1542-1548.

OREFICE, R.L.; MANSUR, H.; PEREIRA, M. Biomateriais: Fundamentos e Aplicagdes. 12 ed. Rio de
Janeiro: Editora Cultura Médica, 2006.

PAPINI, C.J. Estudo comparativo de métodos de determinagdo do tamanho de particula. S3o Paulo:
IPEN, 2003. 130p. Dissertacdo (Mestrado) — Ciéncias na area de Tecnologia Nuclear - Materiais.
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Universidade de Sado Paulo, Sdo Paulo, 2003.

PLOTEGUER, F. Desenvolvimento de compdsitos poliméricos baseados em matriz biodegradavel e
nanozedlitas. Sao Paulo: UFSCar, 2010. 68p. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de pés-graduacao
em quimica, Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia, Universidade Federal de S3o Carlos, Sdo Paulo,
2010.

RAYNAUD, S.; CHAMPION, E.; BERNACHE-ASSOLLANT, D. et al. Calcium phosphate apatites with
variable Ca/P atomic ratio |. Synthesis, characterisation and thermal stability of powders.
Biomaterials 23 (2002) 1065-1072.

DOS SANTQOS, E.A. Influéncia quimica e topografica de hidroxiapatita e fosfato B-tricalcico sobre o
comportamento de osteoblastos humanos. Rio de Janeiro: UFRJ, 2008. 73p. Tese (Doutorado) —
Programa de pds-graduacdo de engenharia, COPPE, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2008.

SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH. Fundamentos de Quimica Analitica. Tradugao da 82 edigdo norte-
americana. Editora Thomsom. Sdo Paulo, 2006.

SUZUKI, O.; KAMAKURA, S.; KATAGIRI, T. et al. Bone formation enhanced by implanted octacalcium
phosphate involving conversion into Ca-deficient hydroxyapatite. Biomaterials 27 (2006) 2671-
2681.

SUZUKI, O. Octacalcium phosphate: Osteoconductivity and crystal chemistry. Acta Biomaterialia 6
(2010) 3379-3387.

VALLET-REGI, M.; PENA, J.; IZQUIERDO-BARBA, I. Synthesis of h-tricalcium phosphate in layered or
powdered forms for biomedical applications. Solid State lonics 172 (2004) 445-449.

VICTORIA, E.C.; GNANAM,F.D. Synthesis and characterisation of biphasic calcium phosphate.
Trends Biomater. Artif. Organs. Vol. 16 (1) pp 12-14 (2002).



