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Resumo

Fabricacio e Caracterizacio de Hidroxiapatita Modificada com BaTiO; e Zn°

via Freeze-Casting Visando Aplicacdes em Engenharia de Tecido Osseo

Autor: Rodrigo Nunes de Souza
Orientador: Prof. Dr. Alysson Martins Almeida Silva (ENM/ UnB)
Programa de Pés Graduagao em Ciéncias Mecéanicas

Brasilia, 14 de margo de 2024

Fraturas dsseas representam um crescente problema de satide piblica no mundo, principal-
mente a considerar o envelhecimento da populacao. Solugoes possiveis para fraturas que nao
se regeneram naturalmente sao os implantes artificiais. Implantes metélicos possuem boas
propriedades mecanicas, porém problemas de acoplamento com o osso hospedeiro, bem
como o fato de serem materiais bioinertes aumentam os riscos e a manutencao associados.
Scaffolds ceramicos representam uma classe de enxertos artificiais promissores em termos
de regeneragao do tecido d6sseo. Neste ambito, o presente trabalho foi voltado para a
fabricacao de scaffolds de hidroxiapatita (HPA), que é a matriz extracelular presente no
esqueleto de mamiferos, utilizando-se BaTiO3 e Zn® como forma de modificar a estrutura
e propriedades dos scaffolds fabricados por freeze-casting. Observou-se por meio de ensaios
de compressdao mecanica que a adicao de 0,25 wt.% de BaTiO3 provocou um aumento de
resisténcia mecanica, em que a melhor amostra apresentou resisténcia a compressao acima
de 7 MPa, enquanto a porosidade se manteve em torno de 40%. Além disso, observou-se
uma reducao na resisténcia a compressao com a adicao de Zn°. Ademais, constatou-se por
meio de DRX e FTIR uma reducao da transformagao de HPA em oxiapatita (OCP) e
fosfato tricdlcio (a-TCP) promovida pela adigao de BaTiOs. Este efeito relaciona-se com
a area superficial obtida por BET da perovskita de BaTiOs3. Por fim, amostras contendo
Zn e BT apresentaram a formacao da fase de hidroxiapatita com substituicao de Zn?*
na HPA, cuja interacdo com o BaTiO3 e com o ligante PVA se mostraram reduzidas por

reducao da ligacao OH na HPA, formando-se defeitos observados por microtomografia.

Palavras-chaves: Biomateriais; Estrutura de Poros; Caracterizagao; Compressao.



Abstract

FABRICATION AND CHARACTERIZATION OF BATIO; AND ZN° MODI-
FIED HYDROXYAPATITE VIA FREEZE-CASTING ENVISIONING BONE
TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS

Author: Rodrigo Nunes de Souza
Supervisor: Prof. Dr. Alysson Martins Almeida Silva (ENM/ UnB)
Master in Mechanical Sciences

Brasilia, 2024

Bone fractures represent a growing public health problem worldwide, especially
considering the aging population. Possible solutions for fractures that do not heal naturally
are artificial implants. metallic implants have good mechanical properties, but issues with
coupling with the host bone, as well as being bioinert materials, increase associated risks
and maintenance. Ceramic scaffolds represent a class of promising artificial grafts in terms
of bone tissue regeneration. In this context, the present work was focused on the fabrication
of hydroxyapatite (HPA) scaffolds, which is the extracellular matrix found in human bones,
using BaTiO3 and Zn® as a way to modify the structure and properties of the scaffolds
manufactured by freeze-casting. It was observed through mechanical compression tests that
the addition of 0.25 wt.% BaTiO3 caused an increase in mechanical strength, with the best
sample exhibiting compressive strength above 7 MPa, while the porosity remained around
40%. Additionally, a reduction in compressive strength was observed with the addition of
Zn°. Furthermore, it was found through XRD and FTIR a reduction in the transformation
of HPA into oxyapatite (OCP) and a-tricalcium phosphate (a-TCP) promoted by the
addition of BaTiOj. This effect is related to the surface area obtained by BET of the
BaTiOj3 perovskite. Finally, samples containing Zn and BT showed the formation of the
hydroxyapatite phase with Zn?* substitution in HPA, whose interaction with BaTiOs
and with the PVA binder was reduced due to OH bond shortening within HPA, forming

defects observed by microtomography.

Key-words: Biomaterials; Pore Network; Structure Characterization; Compressive Strength.
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1 Introducao e Objetivos

1.1 Introducao

As fraturas d6sseas s@o um grave problema de saude ptblica no mundo. Estima-
se que 50% das mulheres e 25% dos homens sofram pelo menos uma fratura durante
a vida devido a fragilidade d6ssea com diferentes causas, sendo a osteoporose uma das
mais importantes (DENNISON; COOPER; COLE, 2010; ROUX et al., 2014). O impacto
epidemioldgico dessas fraturas, considerando as taxas de morbidade e mortalidade, além
dos custos de satude, caracteriza-se como um problema de proporcoes globais, especialmente

com o envelhecimento da populagao.

As fraturas proximais do fémur sdo a principal causa de morte relacionada a quedas
nos idosos, responsaveis por cerca de 340.000 internagoes/ano nos Estados Unidos e a
um custo aproximado de trés bilhoes de dodlares (ACS; DESAI; HESSELS, 2008; CORK,
2017). Este tipo de fratura atinge, com maior frequéncia, a populagao de idosos, sendo
95% acima de 60 anos e do sexo feminino (75%) (SOARES et al., 2014). Em virtude da
frequente ocorréncia de doencgas associadas nesses pacientes, a taxa de mortalidade nos
primeiros 30 dias apds a fratura atinge de 5% a 10%, chegando a 15% a 30% no primeiro
ano (ACS; DESAIL; HESSELS, 2008; CORK, 2017; BRYSON et al., 2013).

Todos os métodos terapéuticos aplicados as fraturas baseiam-se no potencial de
restauracdo morfofuncional do tecido dsseo (reducdo), neutralizagao das for¢as biomecani-
cas (imobilizacao), preservacao da fisiologia, restauracdo do comprimento, alinhamento,
reconstrugao da superficie articular e preservacao das partes (funcionalidade biomecénica)
(SCHLICKEWEI et al., 2019).

O uso de diferentes materiais de fixagao (osteossintese), como fios metalicos, placas,
parafusos, pregos intramedulares ou mesmo proteses, é utilizado por ocasiao de lesdes
6sseas (GONGALVES et al., 2018). A indicagdo do uso de materiais metalicos é baseada na
capacidade de alcancar boa reducao, estabilidade mecénica, eliminagao de riscos de infec¢ao
e potencial de resposta biolégica (consolidagdo). A presenga de um material metélico
estavel, biologicamente inerte, pode funcionar como um substrato de adesdao de proteinas

para a formagao de biofilme bacteriano e falha do processo regenerativo (pseudartrose).

A crescente demanda por métodos baseados em diferentes matérias-primas que



permitam a restauracao funcional de tecidos lesionados tem sido o fator norteador na
producao de materiais de implante. Entre estes, os mais comuns sao ago inoxidavel, ligas
de titanio ou ligas a base de cromo-cobalto, molibdénio ou tantalo, cuja alta densidade,
resisténcia, estabilidade fisica e compressibilidade sao os fatores que suportam suas aplica-
¢oes (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). No entanto, apesar da grande aplicabilidade
desses materiais, uma vez implantados, eles se tornam suscetiveis a resposta imunologica do
individuo e a acao de enzimas além de estarem expostas a diferentes cargas biomecanicas.
Tais cargas podem gerar ciclos de fadiga, microfaturas e falhas estruturais, causando
instabilidade do local lesionado, falha biolégica do processo de consolidacao, liberagao
de particulas metalicas (metdstases), reagao periosteal, osteélise e liberagao do implante
(SMITH, 2012; DAMIEN; PARSONS, 1991).

A auséncia de biocompatibilidade dos implantes pode ser atribuida a falta de
canais ou poros, impedindo a osteoconduc¢ao, mas também porque sao biologicamente
inertes, nao sdo capazes de promover a sua integragao com as células osteoprogenitoras
(osteoindugao). O efeito mecanico da diferenga do médulo de elasticidade entre os ossos
(3 a 20 GPa) e as ligas metélicas (30 a 200 GPa) (STAIGER et al., 2006), induz o
tecido dsseo ao efeito de reabsor¢ao (osteopenia) e consequente desintegragdo na area
de consolidacao provocada pela menor distribuicao da carga mecéanica no tecido 6sseo e
redugao do efeito piezoelétrico da captagao de fons de célcio (ZARKOOB et al., 2013).
Outro fator relevante nos procedimentos que requerem o uso de implantes metdlicos ¢ a
persisténcia de um processo inflamatorio associado a colonizacdo por agentes infecciosos
multirresistentes. Quando ha sinais de afrouxamento e falha estrutural do implante por
infecgao, é fundamental que o procedimento terapéutico de escolha considere que o implante
nessas condi¢oes apresenta um perfil bioldgico que favorece a manutencao do processo
inflamatério. Na populagao idosa, na qual a resposta imune é deficiente, a presenca de
materiais metdlicos inertes pode levar a persisténcia de infec¢des cronicas que culminam
na liberacao e perda da prétese, além do desenvolvimento de sepse e morte (20 a 35%)
(GUIMARAES et al., 2010; REIS et al., 2022; KUSHIOKA et al., 2023; NASCIMENTO
et al., 2017).

Face ao problema apresentado, a investigacao aplicada ao desenvolvimento de
implantes biocompativeis que possuam uma estrutura de poros interligados, permitindo
a difusdo de nutrientes e oxigénio (osteocondugao) deve ser estimulada. Estes materiais
devem ser nao imunogénicos, com um coeficiente de elasticidade préximo a do osso e,
além disso, proporcionar um microambiente adequado para a incorporacgao de células e
fatores de crescimento necessarios a reparagao tecidual (HOLLISTER, 2005). No entanto,
como a porosidade compromete a estabilidade estrutural desses materiais, é necessario
um equilibrio entre as propriedades mecanicas e o transporte de massa biologicamente
eficaz para consolidacao. Os fatores, assim, a serem considerados no desenvolvimento
de implantes sao a estrutura porosa, a fragao volumétrica dos solidos, as propriedades

intrinsecas dos materiais (massa molar, calor especifico, etc.), bem como a capacidade de



incorporagao celular dentro da estrutura das reticulas.

A relevancia do desenvolvimento de materiais com as propriedades biocompativeis
pode ser observada no investimento disponivel para a producao de dispositivos ortopédicos,
que deve atingir US$ 11,77 bilhdes até 2023, com um crescimento de 7,38% na taxa anual
segundo dados publicados pela Infoholic Reseach LLP, 2017 (RESEARCH, 2017). Nos
ultimos anos, varios métodos de processamento de materiais tém sido desenvolvidos na
producao de implantes metaloceramicos. Dentre esses métodos, destacam-se a replicagao
de espuma de polimero, pirdlise precursora e sinterizagao (DEVI; RAWAT, 2021; TARi;
FERREIRA; LYCKFELDT, 1998). Um método especial, denominado freeze-casting, tem
merecido especial atencao devido a sua simplicidade, flexibilidade e possibilidade de
utilizagao de varias matérias-primas biocompativeis e baixa toxicidade tecidual (SILVA
et al., 2015b; SILVA et al., 2015a). Baseado nesta técnica e na metodologia descrita em
detalhes ao longo deste projeto, tém-se por objetivo desenvolver novos materiais ceramicos
com estrutura porosa controlada que possa ser utilizado em substituicao aos materiais hoje
disponiveis no mercado, avaliando-se suas propriedades fisico-quimicas e morfo-mecéanicas
através de diversos ensaios de caracterizacao, como Difratometria de Raios-X (DRX),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), adsorcao gasosa,

compressao mecanica e microtomografia computadorizada (u-CT).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho visa desenvolver materiais com estrutura similar ao osso natural
que sirvam como proéteses totalmente biocompativeis. Pretende-se, portanto, promover
solugoes viaveis a substituicao de préteses atualmente metalicas disponiveis no mercado e
em constante uso pelo Sistema Unico de Satde — SUS e que apresentam certa toxicidade e

alto custo. Dessarte, destaca-se o objetivo principal do trabalho como segue:

Objetivo geral: Produzir e caracterizar diferentes suportes ceramicos semelhantes
ao osso natural pelo método de freeze-casting, utilizando-se a hidroxiapatita pura, modifi-
cada com titanato de béario e com zinco metélico para aplicacoes em Engenharia de Tecido

Osseo.

1.2.2 Objetivos Especificos

o Desenvolver, modelar e executar o crescimento dos cristais responsaveis pela estrutura

de poros do suporte ceramico sob diferentes parametros.



o Avaliar, a nivel tedrico, a influéncia da taxa de resfriamento no congelamento de

amostras.

o Avaliar a influéncia da concentracao de soluto na estrutura de poros e na resisténcia

mecanica.

o Avaliar a influéncia dos modificadores BaTiO3 e Zn" na estrutura dos poros e na

resisténcia mecanica das amostras de hidroxiapatita (HPA) e trifosfato de calcio

(TCP).

o Avaliar a replicabilidade do método de fabricacao das amostras.

1.3 Organizacao do Trabalho

O presente trabalho divide-se da seguinte maneira: o Capitulo 1 reserva-se a
introducao e contextualizacao dos temas abordados, destacando-se os objetivos gerais e
especificos deste trabalho, bem como a presente divisao de contetido entre os Capitulos
aqui incluidos; no Capitulo 2, alguns aspectos tedricos que permeiam o funcionamento
e fabricacao de scaffolds de hidroxiapatita pelo método freeze-casting, seguido de uma
breve abordagem matematica a fim de elucidar alguns pontos de vista; ja no Capitulo 3,
a metodologia de trabalho para fabricacao e caracterizagdo das amostras serd exposta;
entao, no Capitulo 4, serao apresentados os resultados obtidos por meio das técnicas de
caracterizacao empregadas para os lotes de amostras produzidos por freeze-casting, bem
como discussoes acerca de tais resultados serdo propostas a fim de melhor elucidar as
propriedades e fenomenos observador; e por fim, no Capitulo 5, uma sintese deste trabalho
sera realizada, derivando-se conclusoes relacionadas com as caracteristicas das amostras

fabricadas e melhorias para possiveis futuros trabalhos serao sugeridas.



2 Revisao Teodrica

Science cannot solve the ultimate mystery of nature
And that is because, in the last analysis, we ourselves
Are a part of the mystery that we are trying to solve.

- Max Planck

2.1 Engenharia de Tecido Osseo

2.1.1 Aspectos Gerais

A Engenharia de Tecidos é um campo de estudos e desenvolvimento cientifico-
tecnolodgico cujas raizes remontam ao inicio década de 90, caracterizada pela fusao da
biologia com a engenharia, como maneira de encontrar novos meios de recuperar tecidos
danificados, seja por lesdes, acidentes, predisposi¢do genética ou por doencas (LANGER,;
VACANTI, 1993; HOLLINGER et al., 2011). Os tecidos humanos dividem-se em quatro
grandes grupos: tecido nervoso, tecido epitelial, tecido conjuntivo e tecido muscular. Cada
um desses grupos contém suas particularidades, que merecem atencao dedicada, dai surgem
diferentes tipos de engenharia de tecidos, como engenharia de tecido muscular (DONG;
MA; GUO, 2020) ou tecido do sistema nervoso (HE et al., 2012). Em particular, o tecido
conjuntivo se subdivide em diversos outros tipos de tecidos, como tecido cartilaginoso, tecido
adiposo, tecido sanguineo e tecido 6sseo. Entao, para desvendar as nuances bioquimicas,
biofisicas e biomecanicas dos tecidos 6sseos, bem como promover o desenvolvimento de

solucoes para danos a este tecido, o ramo Engenharia de Tecido Osseo surgiu.

Inicialmente, para compreender a atuacio na Engenharia de Tecido Osseo, primei-
ramente é necessario compreender o tecido 6sseo em si. Conforme dito, este tecido é um
tipo de tecido conjuntivo, sendo composto por células de tecido dsseo, conhecidas como
ostedcitos (dltimo estdgio de diferenciacao celular mesenquimal), e a matriz extracelular,
composta por fosfato de célcio na forma de hidroxiapatita (HPA) e coldgeno tipo I (COL-I),
em uma propor¢ao aproximada de 30% de coldgeno e 70% de hidroxiapatita. Além disso,
existem dois tipos principais de ossos na anatomia de mamiferos, os corticais, com alta
resisténcia & compressao mecanica (100-230 MPa), e os trabeculares, com menor resisténcia

mecanica (2-12 MPa). Entretanto, ossos corticais apresentam baixa porosidade (5-30%)



enquanto os ossos trabeculares apresentam porosidades entre 30 e 90% (KACAREVIC¢ et
al., 2020; TURNER; BURR, 1993).

Encontrar substitutos artificiais para os ossos humanos é uma tarefa complexa,
visto que tanto a geometria quanto as propriedades desse tecido sao extremamente com-
plexas de maneira geral, e por isso, diversos materiais sao atualmente avaliados como
possiveis candidatos para implantes. Como mencionado no Capitulo 1 (Introdugao), ligas
metdlicas apresentam diversos problemas relacionados a osteoconducao, stress-shielding e
biocompatibilidade de forma geral, apesar de apresentar excelente resisténcia mecanica.
Dessa forma, para obtencao de um material com boas propriedades, pode-se lancar mao
de materiais poliméricos, ceramicos ou compdsitos (ZHANG et al., 2019; DEVILLE; SAIZ;
TOMSIA, 2006; DONNALOJA et al., 2020).

2.1.2 Células Mesenquimais, Diferenciacdao Celular e Regeneracdo Ossea

As células tronco, em um embrido, sdo responsaveis por expressar os genes de
determinado tipo celular que compora um tecido especifico. Dependendo dos estimulos
externos e internos a célula (sinalizacdo bioquimica), tal diferencia¢do ocorrera de acordo
com uma rota especifica. E consentido que existem trés tipos de células tronco: as toltipo-
tentes, que podem se diferenciar em qualquer tipo celular de um determinado organismo,
uma vez que sao células embriondrias (mérula); células pluripotentes: podem se dividir
em células de qualquer tecido humano, com excecao de células que compoem os anexos
embriondrios (placenta e afins), uma vez que essas células surgem na fase de blastocisto;
multipotentes sao as células mesenquimais (em um organismo ja totalmente diferenciado
essas células também podem ser compreendidas como células pluripotentes) utilizadas
para regenerar tecidos especificos, tais como musculos, ossos, cartilagem, dentre outros.
As células multipotentes sao as células de interesse do presente trabalho, uma vez que
sao aquelas que apresentam potencial para aplicagao em regeneracgao de tecido 6sseo de
um organismo completamente diferenciado (CAPLAN, 1991; GAVAZZO et al., 2021). A
Figura 2.1 apresenta um esquema com algumas das diferentes células/tecidos possiveis de
se obterem a partir da diferenciacao celular em tecidos danificados por meio de células

mesenquimais.

Os mecanismos de diferenciagao celular sao semelhantes em células pluripotentes e
células toltipotentes, porém cada célula passa por um processo de diferenciacio especifico
em que determinados sinalizadores estimulam a célula a expressar genes especificos do
tecido em questao. Relativo ao tecido 6sseo, células mesenquimais indiferenciadas deverao se
diferenciar em condrécitos (células de tecido cartilaginoso) e osteoblastos (primeiro estagio
de diferenciagao dos ostedcitos). Um dos principais fatores envolvidos na diferenciacao de
células mesenquimais em osteoblastos e condrétceitos é a proteina morfogénica éssea (BMP),
que surge de células osteoprogenitoras e também é encontrada na matriz extracelular 6ssea

(GARG et al., 2017). Essa proteina regula de maneira mais eficiente os heterodimeros
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Figura 2.1 — Alguns tipos de diferenciacao celular associadas a células tronco mesenquimais.
Adaptado de (CAPLAN;, 1991).

(polimero com duas subunidades semelhantes, porém diferentes) contendo as proteinas
BMP-4/-7, BMP-2/-7 ¢ BMP-2/-6/-9 (dentre outras 11 moléculas), que controlam a
diferenciagao celular em osteoblastos (DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS, 2005).

A BMP atua na diferenciagao celular ao promover uma reacao em cascata que
resulta em quimiotaxia (aproximagao ou afastamento da célula em relacao aos sinalizadores
quimicos), proliferagao celular, angiogénese (tecido vascular) e sintese controlada de matriz
extracelular (hidroxiapatita). Baixos niveis de BMP resultardo na diferenciacao celular em
adipécitos (BESSA; CASAL; REIS, 2008). Inicialmente, as citocinas fator de crescimento
transformador § (TGF-3) e fator de crescimento derivado de plaquetas sdo proteinas
ativadas por plaquetas nos estagios iniciais de uma fratura, em que o TGF-{ sinaliza a
producao de BMP em células osteoprogenitoras, inibindo a ativacao de osteoclastos e
promovendo a apoptose dessas células, responsaveis pela quebra e reabsorcao de tecido dsseo.
Este processo é conhecido como reabsor¢ao éssea, fendmeno que ocorre simultaneamente
com angiogénese e reagoes inflamatérias (tempestade de citocinas). Em outras palavras,

TGF-/3 possui potencial osteoindutivo (indugao da diferenciagdo de CTM em osteoblastos).

A diferenciagdo de CTM em osteoblastos, como dito, compoe a primeira fase de
regeneracao do tecido 6sseo, uma vez que os osteoblastos sao responsaveis por produzir e
secretar a matriz 6ssea de hidroxiapatita. Inicialmente, os ostedcitos produzem o osteoide,
que é o composto da matriz extracelular ainda nao mineralizado, que futuramente ocorre
pela deposicao de hidroxiapatita sobre a matriz nao mineralizada, regulada também por
osteoblastos (ROBERT et al., 2020). Apés o estagio de mineralizacao, a presenga das
citocinas inibidoras de osteoclastos apresenta uma baixa consideravel, permitindo que tanto
osteoblastos como osteoclastos trabalhem em conjunto com a fun¢ao de osteorremodelacao,
processo no qual o osso danificado volta a tomar a forma anterior a fratura. O equilibrio
entre esses dois tipos celulares é fundamental para a manutencao da resisténcia mecanica
e morfologia d¢ssea (SUN et al., 2022; GAVAZZO et al., 2021). Entao, ap6s a formagao do

calo 6sseo, uma parcela dos osteoblastos sdo incorporados ao osso na forma de ostedcitos,



que é o ultimo estagio de diferenciacao celular do tecido ésseo (BESSA; CASAL; REIS,
2008; HANNA; MIR; ANDRE, 2018).

Notadamente, outro fator importante da regeneracao éssea reside na diferenciagao
de CTM em condrécitos, que produzirao COL-I, responsavel por melhorar as propriedades
mecénicas do osso, dentre outras fungdes (SUN et al., 2022; DIMITRIOU; TSIRIDIS;
GIANNOUDIS, 2005). Assim como no caso da diferencia¢do em osteoblastos, a presenca
de TGF-f sinaliza a diferenciacao de CTM em condroblastos, porém outros 4 sinalizadores
sao necessarios para tal diferenciacdo, em contraste com os 8 sinalizadores necessarios para

a diferenciacao em osteoblastos.

A reacdo em cascata para a regeneracao Ossea baseia-se na producao da histona de-
metilase JMJD3, que assim como a TGF-f regula a diferenciacao de CTM em osteoblastos.
Além disso essa histona (proteinas as quais as fitas duplas de DNA se ligam para formar a
cromatina, matéria-prima dos cromossomos) é expressa em osteoblastos, que ativamente
promove a transcri¢ao da proteina Runx2, que por sua vez estimula a diferenciagdo de CTM
em osteoblastos e o crescimento ¢sseo (ROBERT et al., 2020; HANNA; MIR; ANDRE,
2018).

Abordando-se o tecido ésseo de um ponto de vista mais amplo, a Figura 2.2
apresenta um exemplo de estrutura éssea bésica de um mamifero. Os Osteons sao as
unidades basicas do osso, dentro dos quais encontram-se os osteoblastos e os canais de
Havers, responsaveis pela irrigacdo do tecido na dire¢ao longitudinal. Por outro lado, os
canais de Volkmann sao responsaveis pela irrigacao do osso no sentido transversal. A regiao
mais externa é recoberta pelo peridsteo, dando aspecto denso e maior resisténcia mecanica,
enquanto as regides mais internas tendem a ser bem mais porosas, o trabéculo, de forma
a abrigar a medula 0ssea e demais componentes do érgao. Ademais, para que diferentes
estruturas cresgcam no interior dos ossos, uma distribuicao de diversos tamanhos de poros
¢ necessaria, a depender do tamanho de tais estruturas. Por exemplo, a condrogénese
necessita de poros menores do que a osteogénese, que por sua vez necessita de poros
menores do que aqueles necessarios para a angiogénese. Como consequéncia de tamanhos
diferentes de poros, regioes diferentes apresentarao resisténcia mecanica e porosidade
distintas, e a Figura 2.2 exemplifica intervalos de valores esperados para ossos corticais e

trabeculares.
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Tipo de Osso | Porosidade | Resisténcia Mecinica

Trabecular 30 a 80% 0.5a12 MPa
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Figura 2.2 — Ilustragao simplificada de um osso de mamifero, juntamente com intervalos
de valores esperados para porosidade e resisténcia mecanicas a compressao.

2.2 Biomateriais: Hidroxiapatita, Oxido de Zinco, Titanato de Bério

e Combinacoes

2.2.1 Hidroxiapatita (HPA)

Desde os primoérdios de nossa histéria, os humanos realizam tentativas de substituir
dentes perdidos por materiais como corais, conchas, marfim, metais e ossos de outros
animais ou cadaveres (LEGEROS, 2008; RING, 1985). E interessante que atualmente
alguns biomateriais utilizados pela Engenharia de Tecidos derivem dos mesmos materiais
que historicamente nos acompanha, como é o caso dos fosfatos de célcio e carbonato de
célcio manufaturados a partir de corais ou de conchas (SHAVANDI et al., 2015).

Em particular, a biomineralizagao do fosfato de célcio (Caz(POy)2) no corpo de
mamiferos produz a hidroxiapatita (Figura 2.3, Caio(PO4)s(OH)2) (WANG et al., 2018),
que pode ser sinteticamente produzida por diferentes rotas quimicas, como sol-gel ou
sintese hidrotérmica. Como a matriz 6ssea de mamiferos é constituida por hidroxiapatita,
colageno e alguns outros tipos de proteinas (LEGEROS, 2008), é de interesse tecnoldgico

que se busque por biomateriais compostos de hidroxiapatita.



Figura 2.3 — Estrutura da hidroxiapatita hexagonal, com férmula Ca;o(PO4)s(OH),.

A hidroxiapatita sintética é primordialmente empregada na engenharia de tecido
bsseo por sua alta biocompatibilidade e excelente potencial osteoindutivo (diferenciagao
de células mesenquimais em osteoblastos) quando utiliza-se a morfologia adequada ou
com a introdugdo de proteinas morfogénicas 6sseas (BMP). Entretanto, a hidroxiapatita
sintética é obtida na forma de um po branco, e diferentes métodos de fabricagdo podem
ser empregados como forma de moldar um volume sélido (HALIM; HUSSEIN; KANDAR,
2021), sendo também possivel obter-se diferentes valores para resisténcia mecénica ao passo
em que modula-se a porosidade. Especificamente sobre a porosidade, pode-se empregar
templates para a formacao da estrutura de poros, ou utilizar técnicas que permitam a
formacao de rede de poros por meio da solidificacao e sublimacao de um solvente em uma

suspensao liquida (freeze-casting).

Frequentemente, na fabricagdo de pecas de hidroxiapatita provenientes do po
ceramico, ¢ necessario realizar a sinterizacao dos graos do p6 por meio de tratamento
térmico. O diagrama de fase de Kreidler-Hummel, conforme a Figura 2.4, apresenta as
transi¢coes observadas para P,Os5 - CaO, donde se extrai as fases a e 8 do trifosfato de
célcio (TCP, Cag(POy)s2), bem como hidroxiapatita, que pode ter estequiometria rica
ou pobre em célcio (KREIDLER; HUMMEL, 1967; MORENO et al., 2020). Ainda com
relagdo a Figura 2.4, ressalta-se que o comportamento da ralacao entre as fases do sistema
SrO-P505-H50 ¢é teoricamente andlogo ao sistema CaO-P,05-H,0. Esta analogia é acurada
o suficiente para que se continue a utiliza-la em trabalhos envolvendo a hidroxiapatita de
célcio, em vez da hidroxiapatita de estréncio (MORENO et al., 2020).
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(a) Diagrama de fase P2O5-CaO.
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(b) Relagao de fases no sistema SrO-P305-HzO.

Figura 2.4 — (a) Diagrama de fase do sistema P205-CaO e (b) relagdo das fases no sistema
SrO-P,05-H,0. Adaptado de: (KREIDLER; HUMMEL, 1967).
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Tipicamente, observa-se uma dependéncia da dindmica dos grupos hidroxila na
transformacao da hidroxiapatita. A dgua adsorvida no material é perdida até cerca de 200
a 400 °C , temperatura a qual inicia-se a perda de hidroxilas quimicamente ligadas na
hidroxiapatita. A desidroxilagdo da hidroxiapatita induz vacancias na rede e contracao do
parametro de rede a, que em seguida estabiliza-se entre 800 e 1050 °C na fase de oxiapatita
(doravante OCP, Ca1o(PO4)6O) quando nao had hidroxila presente, cuja estrutura se
assemelha a hidroxiapatita. Enfim, apds a completa desidroxilagao, inicia-se o estagio de
transicao da oxiapatita em trifosfato de célcio na fase 3. A fase § é predominante até
1100 °C, e acima desta temperatura, predomina-se a fase & (TONSUAADU et al., 2012;
KREIDLER; HUMMEL, 1967). Enfatiza-se que também ha relacdo da formagao das fases
a e [ com a velocidade de resfriamento (MIAO et al., 2008).

2.2.2 Oxido de Zinco

O ¢6xido de zinco (Zn0O) é um material ceramico que vem sendo implementado em
uma variedade de aplicacoes biomédicas, desde incorporagao em filtros solares e cremes
dentais a revestimentos de implantes (LIAO et al., 2020). Entretanto, é possivel salientar
diferentes possibilidades de aplicagoes para o 6xido de zinco em termos de biomateriais, tais
como propriedades potencialmente anticincer e antimicrobial, especialmente efetivo contra
Escherichia coli e Staphiloccocus aureus, superbactéria causadora de infeccao hospitalar
(HUSSAIN et al., 2019; SIRAJUNISHA; SAKTHIVEL; BALAKRISHNAN, 2021).

Sob esta oOtica, o 6xido de zinco vem se mostrando como uma alternativa viavel
para o recobrimento de enxertos poliméricos e ceramicos (CHO et al., 2020). H4 também
um crescente desenvolvimento de biomateriais compdsitos ou modificados com éxido de
zinco, visto que sua fabricagdo pode ser bem simples, por meio da oxidac¢ao do zinco

metalico em forno, ou até mesmo pela rota sol-gel (SHAFIEE et al., 2021).

Com relagdo as propriedades bioldgicas, é seguro dizer que o 6xido de zinco é
amplamente utilizado na industria farmacéutica e dos cosméticos pelas propriedades
de filtragem de radiagao ultravioleta (NEWMAN; STOTLAND; ELLIS, 2009), além de
apresentar atividade antimicrobiana (SIDDIQI et al., 2018). Apesar das propriedades
potencialmente benéficas, sob certas circunstancias o ZnO também pode apresentar
citotoxicidade in vitro (LTAO et al., 2020; ITO et al., 2000), a depender de uma série de

fatores (e.g. tamanho de particula e concentragao).

Em conjunto com a hidroxiapatita, o éxido de zinco hexagonal (Figura 2.5), como
dito, promove atividade antimicrobiana quando utilizado no revestimento de ligas de titanio
(MAIMAITT et al., 2020), e quando cultivado em meio celular, pode ser fonte de ions de
Zn**. Os fons de zinco no corpo humano sdo majoritariamente encontrados no sistema
musculo-esquelético, e é um ion fundamental no estimulo de crescimento 6sseo. Esses ions,
na realidade, sdo responsaveis por participar em uma série de processos bioquimicos, tais

como: mediar o inicio e o avango do processo de transcricao de RNA; fornecer estabilidade
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estrutural as histonas; regular a porcao de DNA que encontra-se enovelada ou desenvoleada,
permitindo assim o acoplamento de ribossomos para leitura da fita de nucleotideos (LTAO
et al., 2020; SIRAJUNISHA; SAKTHIVEL; BALAKRISHNAN, 2021). Pode-se dizer,

assim, que o zinco participa da expressao génica de um individuo.

Figura 2.5 — Célula unitaria do 6xido de zinco hexagonal.

A obtencao do 6xido de zinco a partir do zinco metalico ocorre pela reagdo com o
oxigénio presente na atmosfera sob aquecimento. Essa oxidagao comeca a ocorrer proximo
a temperatura de fusdo do material (407 °C) e se acentua uma vez que ocorre a fusao
inicial. Em seguida, conforme o zinco se converte em 6xido de zinco, cuja temperatura
de fusao é de 1950 °C, ntucleos de material cristalino comegam a surgir e se propagar
conforme ha manutencao da temperatura, eventualmente promovendo a cristalizacao de

todo o material fundido em éxido de zinco.

Apesar de se demonstrar um promissor biomaterial, as pesquisas envolvendo
compositos de hidroxiapatita com 6xido de zinco ainda sao escassas na literatura. Os
estudos acerca desse material, em comparacao com estudos de BaTiOsz é um tépico
relativamente recente, tendo sido inicialmente abordado no inicio dos anos 2000 (ITO et

al., 2000). Dai surge a necessidade de maiores investigagoes cientificas contendo este tipo

de scaffold.

2.2.3 Hidroxiapatita com Substituicdo de Zinco (Zn/HPA)

Além da possibilidade de utilizacao do zinco na forma de 6xido de zinco para

formagao de compdsitos com a hidroxiapatita, também é possivel a combinagao de Zn/HPA
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por meio da substitui¢ao de fons de zinco nos sitios Ca2 da hidroxiapatita (TANG et al.,
2009; MATSUNAGA et al., 2010), conforme é possivel ver na Figura 2.6. Tal incorporagao
pode trazer beneficios a osteogénese tal qual o 6xido de zinco, como no fornecimento de
ions de zinco para processos bioquimicos do tecido 6sseo. No caso do éxido de zinco, a
preparacao de um meio celular especifico é necessario para que se tenha a disponibilizacao
de ions de zinco. Alternativamente, uma vez incorporado a hidroxiapatita, o zinco pode
ser fornecido as células através da atividade de macrofagos e osteoclastos, para a captura

de ions de célcio, que fazem parte do processo de degradagao da hidroxiapatita in vivo
(WENISCH et al., 2003).

Figura 2.6 — Vista isométrica de uma célula unitaria da hidroxiapatita de arranjo hexagonal
dopada com Zn.

Na realidade, o processo de incorporacao do zinco a hidroxiapatita pode estar
ligado a existéncia de vacancias de cédlcio na hidroxiapatita, e o fato de a solubilidade do
zinco na hidroxiapatita ter um grande intervalo de valores (cerca de 2 mol% até 15 mol%)
na literatura mostra que o mecanismo de incorporacao do zinco a hidroxiapatita nao é tao
simples como uma substituigdo usual (MATSUNAGA et al., 2010).

O fato de a introducao do zinco estar ligado a vacancias de calcio na estrutura da
hidroxiapatita sugere deficiéncia de calcio, que pode ter uma grande valia para a engenharia
de tecidos, tendo em vista que as vacancias na estrutura da HPA podem promover trocas

idnicas com o meio extracelular (OFUDJE et al., 2019).
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2.2.4 Titanato de Bario (BT)

O titanato de béario (BaTiO3) é uma perovskita amplamente conhecida por suas
propriedades, que permitem com que esse material seja utilizado em uma ampla gama
de aplicages. Dentre suas principais propriedades, destacam-se seu elevado band gap,
permitindo implementacoes em capacitores, sua ferroeletricidade e piezoeletricidade, que
permitem a aplicagdo em equipamentos de SONAR, ultrassom e também como biomaterial,
além de apresentar efeito fotoelétrico (MEGAW, 1945; BRODY, 1975; DHARMADHIKARI;
GRANNEMANN;, 1982). Essas propriedades surgem como consequéncia do arranjo de
perovskita, conforme verificado na Figura 2.7. O atomo central de titanio, responsavel
pelo equilibrio da estrutura, produz um momento de dipolo elétrico diferente de zero para

fases de tipos nao simétricos, i.e. fases com a ou b # c.

Figura 2.7 — Exemplo de estrutura tipo pseudo-ctbica do titanato de bario, com atomo
central de Ti.

O titanato de bario puro pode ocorrer nas fases tipo romboédrica, ortorrémbica,
tetragonal, pseudo-cibica, cibica e hexagonal, a depender da temperatura submetida.
Normalmente, as estruturas dos tipos ortorrombica e romboédrica surgem em temperaturas
abaixo de -40 °C e -120 °C respectivamente, enquanto que a fase do tipo ciibica normalmente
é estavel a temperatura ambiente. Quando ocorre o tratamento térmico desse material, até
700 °C predominam as fases tipo ciibica e pseudo-ctibica, e até os 1250 °C estabiliza-se a

fase do tipo tetragonal, acima da qual é estavel a fase andloga a hexagonal (ALMEIDA et
al., 2023).
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Do ponto de vista bioldgico, a piezoeletricidade esta presente nas fibras de colageno
que permeiam os ossos de mamiferos (MINARY-JOLANDAN; YU, 2009), e é necessario
para determinadas trocas idnicas e de macromoléculas. Dai, este efeito caracteriza-se como
fundamental para o correto desempenho de fungoes como desenvolvimento embrionario,
regeneracao de lesdao e regeneracao neuronal (RAJABI; JAFFE; ARINZEH, 2015). Nos
08508, este é um efeito conhecido por promover o fluxo de ions que sao aderidos ou removidos
das lacunas lamelares, que auxilia em processos osteoindutivos e osteocondutivos (AHN;
GRODZINSKY, 2009). Entao, conclui-se que o titanato de bério, tanto puro como aliado
a hidroxiapatita, vem se mostrado um eficiente biomaterial devido as propriedades de
piezoeletricidade, resisténcia mecanica a compressao que pode atingir até cerca de 280 MPa,
e sua area superficial, que contribui para uma maior osseointegracao e osteocondutividade
(PARK et al., 1977; PRADO et al., 2016).

2.2.5 Scaffolds para Regeneracio de Tecido Osseo

O tecido 6sseo de um humano adulto saudavel comum possui capacidade de
regenerar danos e traumas com até 3,0 cm de extensao (KACAREVI¢ et al., 2020), fazendo
com que lesdes mais extensas que tal valor necessitem de algum tipo procedimento médico
para que ocorra a recuperacao da lesao, como a implantacao de pecas metalicas ou a
utilizacao de enxertos. Normalmente, implantes metalicos sao utilizados com o intuito de
suportar esfor¢cos mecanicos e garantir o posicionamento dos demais ossos adjacentes ao
implante, de forma que a mobilidade nao seja prejudicada. Em contrapartida, enxertos sao
utilizados quando héa a necessidade de regenerar uma grande regiao danificada, ou como

forma de reestruturar um osso com deformidades causadas por doencas ou traumas.

Autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos e enxertos aloplasticos tém sido usados no
processo de reparo e regeneragao 6ssea. Um autoenxerto é derivado do mesmo individuo
que receberd o enxerto. Embora seja considerado o padrao ouro dos enxertos 6sseos,
uma vez que induz formacao e regeneracao Osseas através de osteogénese, osteoinducao
e osteocondugao, sua utilizagdo ¢é limitada devido a disponibilidade limitada de tecido
0sseo e também devido a adi¢ao de processos cirurgicos ao qual o individuo tem que
ser submetido. Aloenxerto é quando o tecido a ser enxertado é proveniente de outro
individuo da mesma espécie do recipiente. Também possui propriedades osteoindutivas
devido a presenca de componentes naturais e fatores de crescimento. Os xenoenxertos sao
provenientes de espécies diferentes daquela do receptor, apesar disso, esse tipo de enxerto
ainda fornece uma matriz arquitetonica natural e é uma excelente fonte de calcio e fosfato

para a regeneracao.

Aloenxertos e xenoenxertos tém o risco potencial de transmissao de doencas.
Aloplasticos sao materiais sintéticos que podem ser desenhados com varias composigoes
quimicas, formas fisicas e configuracoes de superficie para o reparo de defeitos ésseos ou

para o estimulo de crescimento 0sseo. Esta apresenta apenas propriedades osteocondutoras,
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assim limitando sua capacidade reparadora. No caso de regeneracao Ossea, os enxertos sao
eventualmente remodelados e substituidos por osso novo no tecido hospedeiro. Devido a
limitacao de materiais para esses enxertos 0sseos, a Engenharia de Tecidos procura uma

nova abordagem através da interacao entre suportes inorganicos e células vivas.

Em termos de enxertos artificiais, os materiais utilizados tém como finalidade prover
suporte bioquimico e mecéanico as células mesenquimais para otimizar a diferenciacao celular
e o0s processos osteorregenerativos, conhecidos como scaffolds. Idealmente, os scaffolds
apresentam propriedades de bioatividade, além de serem biocompativeis e promoverem
a osteoinducao, osteoconducao, osseointegragao e osteorremodelacao no tecido lesionado.
Para que tais critérios sejam cumpridos, uma série de necessidades devem ser atendidas

referentes & composi¢ao quimica e morfologia (QU et al., 2019).

A porosidade percentual, bem como a resisténcia a compressao mecéanica dos
enxertos devem ser semelhante a regiao afetada, de forma a permear células e moléculas
por sua estrutura, cujos poros devem satisfazer um critério de tamanho. Nao hd um
consenso em relacdo ao tamanho de poro, apesar de que muito se discute acerca de poros
com mais de 100 pum serem ideais para osteoconduc¢ao, mas nao somente o tamanho de poro
em si como a interconectividade, orientacao e o tamanho dos canais de conexao, portanto o
valor de 100 pm torna-se parcialmente simbélico (CHANG et al., 2000). Restrigoes fisicas
sao impostas ao crescimento 6sseo com poros menores do que 80 um, porém observa-se
condrogénese. Acima de 200 pm, observa-se, e todos estas géneses sdo processos fisiologicos

essenciais para uma recuperagao saudavel do hospedeiro (YAO et al., 2021).

Os scaffolds cerdamicos enquadram-se na categoria de biomateriais cujas propriedades

mecanicas podem ser modificadas de maneira a se aproximarem as reais.

2.3  Sol-Gel

O sol-gel ¢ uma rota de reagoes quimicas pela qual é possivel a sintese de 6xidos
metélicos, como 6xido de aluminio, péntéxido de niébio, ferrita de cobalto (éxido de ferro
e cobalto) e o 6xido de bério e titanio (titanato de bario) (HENCH; WEST, 1990). Uma
das maiores vantagens da utilizagdo deste método reside na capacidade de densificacao em
baixas temperaturas, com custo de fabricagao relativamente baixo (DAVE; LOCKWOOD,
2012). Além disso, a via de reagao sol-gel elimina a necessidade de atmosfera controlada
para a sintese do titanato de bario, além de permitir certo controle sobre propriedades

como tamanho de cristalito, densidade, grau de cristalinidade, dentre outros (MOSSET et
al., 1988).

Por definicao, um sol é uma dispersao de particulas coloidais em um meio liquido,
e particulas coloidais sao definidas como sélidos entre de 1 a 100 nanémetros, de acordo
com Hench e West (HENCH; WEST, 1990). Por sua vez, de acordo com Flory (FLORY,

1953), gel é uma rede rigida e interconectada de poros sub-micrométricos, com cadeias
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poliméricas, cujos comprimentos sao, normalmente, maiores do que 1 micréometro.

Existem trés rotas possiveis para a producao de materiais via sol-gel, conforme
segue (HENCH; WEST, 1990):

« Rota 1: gelificagdo de uma suspensao de pds coloidais.

« Rota 2: hidrélise e policondensacao dos precursores alcoxido ou nitrato, seguida por

secagem hipercritica do gel.

« Rota 3: hidrdlise e policondensacgao de precursores alcoxido, seguido por envelheci-

mento e secagem sob atmosfera ambiente.

Para os fins deste trabalho, a rota 3 serd abordada em maiores detalhes. Essa rota
consiste na preparacao de dois sdis precursores, no caso do titanato de bario, utiliza-se
isopropdxido de titdnio (IV) em meio aquoso, e outra solugao de acetato de bario em meio
acido, conforme sugere Andrade (ANDRADE et al., 2012). As moléculas de isopropéxido

de titanio e acetato de bario sdo mostradas nas Figuras 2.1 e 2.2.

ch\
CH CH,4
RN
O CH/CH3
/
O—Ti—O
-
CH,4 CH——CH; (2.1)
CH;
) 0 ]
H;C O | Ba'™? (2.2)

L 12

Para simplificar a representacao, doravante, denotar-se-a o isopropdxido na forma
Ti(O — R)x, em que R é um grupo alquil, com férmula geral C,Ha, ;1. No presente caso, o

grupo alquil é um isopropil, logo n = 3.

ETAPA 1: A hidrolise consiste na quebra de ligagbes com grupos OH™, enquanto

a policondensacgao envolve a condensacao simultanea de moléculas de agua em diversos
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sitios das moléculas de isopropéxido de titanio (IV), conforme agita-se a suspensao, de
maneira semelhante a apresentada. A etapa de hidroélise ocorre conforme exemplificado

pela Reagao 2.3:

OR OR
RO—Ti— OR + H,0 = RO——Ti—— OH + ROH (2.3)
OR OR

A substituicao nucleofilica representada pela Reagao 2.3 ocorre até que nao restem

mais grupos isopropil no alcéxido.

Por outro lado, a policondensacao ocorre quando o acetato é ionizado, formando
fons de Ba?* e grupos acetato (H3CCOO™)s,.

ETAPA 2: as solugoes hidrolisadas e policondensadas sao, entao, vertidas num
mesmo recipiente, provocando a protonacao dos radicais acetatos por intermédio do
hidrogénio do alcéxido hidrolisado. Por conseguinte, a auséncia do hidrogénio no alcoxido

atrai fons de bario livres no sol. Cada bario passara a se ligar a dois alcéxidos adjacentes.

ETAPA 3: nesta etapa, o alcéxido hidrolisado e o bario ionizado passam a se ligar
em longas cadeias, num processo de polimerizacao. Denomina-se esta etapa de gelificacao,

onde ha aumento de viscosidade e mudanca de cor.

ETAPA 4: a etapa de envelhecimento do gel ja formado, em atmosfera ambiente,
consiste em simplesmente deixar a amostra repousando, ao longo de horas, podendo
levar até alguns dias. Nesse caso, o liquido nao reagido entra em contato com o gel,
re-precipitando o titdnio e consumindo reagentes nao utilizados na primeira etapa. A

massa da amostra reduz aos poucos, aumentando cada vez mais a viscosidade.

ETAPA 5: a ultima etapa consiste na densificacao do gel, passando de um estado
gelatinoso para o estado sélido. Mais massa ¢ perdida, as redes poliméricas, agora secas e
envelhecidas, dao origem a estrutura primordial da perovskita, no caso, o titanato de bario.
Porém, essa via de reagao gera um produto amorfo, necessitando-se realizar tratamento
térmico posterior. E de bom tom que se realize a purga de produtos organicos nao reagidos

por meio de um pré tratamento térmico.

Fatores como temperatura de gelificacao, agitacao e pH sao propicios a alterar as

caracteristicas do produto final. No caso, a pureza é um dos fatores mais relevantes para o
caso da ceramica BaTiO3 (GOMI; TANAKA; KAMIYA, 2004).
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2.4 Freeze-Casting

O freeze-casting é uma técnica que consiste no congelamento de uma suspensao
liquida, em seguida sublima-se o solvente na fase sélida, e por fim sinteriza-se o sélido
obtido (corpo verde) como forma de consolidar-se a estrutura de poros, cuja geometria é
uma réplica dos cristais do solvente (DEVILLE, 2008). Inicialmente, o freeze-casting era
principalmente utilizado para fabricagdo de materiais ceramicos com geometria complexa
(KOCH et al., 2003), e com o passar do tempo as caracteristicas de estrutura de poros

Unicas passaram a ser mais amplamente estudadas.

Normalmente, a configuragao de um freeze-casting envolve um tarugo ou chapa
(cold finger) em contato direto com nitrogénio liquido no interior de um recipiente isolante,
e no topo do cold finger repousa-se um molde de material desejado, onde a suspensao é
entao vertida. Ha diversas variagoes deste processo, podendo-se ter temperatura controlada,
por meio da insercado de um termopar e resisténcias no cold finger, diferentes materiais

para cold finger e molde, e assim por diante.

Alguns problemas relativos ao freeze-casting devem ser evitados, como o caso de
frentes de resfriamento que avancam rapido o suficiente para gerar uma camada sélida
instavel (PEPPIN; ELLIOTT; WORSTER, 2006), que pode levar ao surgimento de trincas
no material ainda congelado, e visto que ha replicagao da estrutura do solvente sélido, a

estrutura final ird4 apresentar defeitos.

Esse fenomeno ocorre, do ponto de vista experimental, quando a troca de calor
da suspensao com o cold finger é muito abrupta, dai a importancia de uma deposicao
controlada e uma temperatura adequada. Entretanto, empiricamente é possivel observar
que, diferentemente do que pode-se encontrar na literatura (DEVILLE; SAIZ; TOMSIA,
2006; DEVILLE, 2008), a estrutura de poros nao depende explicitamente do solvente
utilizado, uma vez que tal estrutura estd mais diretamente relacionada com a taxa de

transferéncia de calor com a suspensao precursora.

Certamente, o congelamento da fase liquida na suspensao para freeze-casting
assemelha-se com o processo de solidificacao de certos materiais, como metais, visto que
este é um processo intrinsecamente fisico, e ndo quimico. Dai, pode-se depreender que
a teoria de nucleacao rege a formacao da frente de resfriamento, bem como a teoria de
crescimento rege a propagacao desta frente (CALLISTER, 2019). Mais especificamente, ao
entrar em contato com a superficie do cold finger, ocorre nucleacao heterogénea, de modo
que a frente de resfriamento assume um certo formato com um angulo de molhabilidade 6.
Levando-se em consideracao as energias de superficies, 3 tensoes superficiais surgem: a
tensao de interacao entre a superficie do cold finger e a camada congelada da suspensao
(vs1), as tensoes superficiais entre a suspensao e o cold finger e o molde (yrr + L), € a
tensdo entre a frente de resfriamento e a suspensao (yrs). O balango de forgas neste caso

é expresso pela Equacgao 2.4:
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YL = st + YLs €08 — yLm. (2.4)

Ainda de acordo com (CALLISTER, 2019), o raio critico de nucleagao e a energia
livre de ativagao (energia necessaria para a formacao de um nicleo) sdo dados pelas

Equacoes 2.5 e 2.6

«_ _27Ls

r AG (2.5)
* 1671—7]:'38
AGT = < e ) 50 (2.6)

em que S(#) é uma fungao que define a forma da particula e assume valores entre
0 e l. AG, é a energia livre de volume, e é expressa em termos da energia livre de Gibbs

AG, o raio da particula (aproximadamente esférica), conforme a Equacao 2.7:

4
AG = gwr?’AGV + 4mr?y. (2.7)
de forma que « é a tensao superficial.

Conforme reportado (PEPPIN; ELLIOTT; WORSTER, 2006; DEVILLE, 2008),
a frente de resfriamento para temperaturas criogénicas assume formato horizontal, que
representa a regiao densa do mondlito, e entao, neste momento, o angulo # assume valor
0°, que é um valor nao definido no dominio da fun¢do S, portanto, avalia-se apenas a partir

da formagao de estruturas provenientes da camada densa.

Apesar de nao se saber em um sistema real a taxa de nucleacao, é possivel estimar

a populacao de embrides criticos através da Equacao 2.8, dada por

n* = nge” W (2.8)

de tal modo que ng é o niimero total de particulas no sistema, k é a constante de Boltzmann,
T é a temperatura em K e AG, é a energia livre em excesso associada ao aglomerado.
Para o caso de resfriamento, AG, assume valores negativos, uma vez que o cold finger
atua como um sumidouro de calor, e entdao, quanto maior a temperatura, maior tende a

ser a taxa de nucleacao.

Neste momento, destaca-se que a temperatura do volume é descrita pela distribuicao
de velocidade das particulas no meio, considerando-se um sistema com ntmero de mols,
volume e energia constantes para um determinado campo potencial ®. Para melhor
compreender a correlagao entre a estrutura do sélido e a temperatura de freeze-casting, é

interessante abordar alguns aspectos matematicos.

A equacao de Langevin que governa a distribuicao de velocidades das particulas é
dada pela Equagao 2.9 (SINGH; RAMKRISHNA, 2014),
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1 vD
dV1 = —ﬁvldt — *V@(I‘l, ro,..., I'N)dt + LdW(t}, (29)
m m m

sendo que vy é a velocidade de uma particula com massa m localizada em ry, D é a difusi-
vidade molar, 3 é o coeficiente de atrito, ® é o potencial total atuante sobre esta molécula
e W(t) é uma fungao tal cuja derivada é um ruido branco, associado a aleatoriedade do
movimento browniano. Pode-se assumir que as particulas estao uniformemente distribuidas
através do volume de controle, entao é possivel integrar a Equacao 2.9 em funcao de ry, ro,

..., Iy, que gera a Equacao 2.10, representando o perfil de velocidade para N moléculas.

1 -
dv = —ﬁvdt + —Fdt + dW (t), (2.10)
m m

sob um campo médio descrito pela Equacgao 2.11

— 1
F:——/ / / V®(ry,re,...,ry)dridrs...dry. (2.11)
VN ry Jro ry

Conforme frisado, os processos aqui descritos sao puramente fisicos (transformagio
de fase), ndo ha colisdo efetiva entre particulas, dai pode-se dizer que todas as colisoes sao
perfeitamente elasticas. Ao fazer tal suposicao, é possivel deduzir intuitivamente que a
variacao no calor fornecido a amostra provoca uma variagdo na energia cinética, conforme
a Relagao 2.12:

Q x AE,. (2.12)

Nesta situagao, uma menor energia cinética se traduz em uma menor distribuigao
de velocidade entre as particulas, fazendo que a contribuicao do potencial eletrostatico
proveniente de intermoleculares entre particulas seja mais relevante para o potencial .
Simultaneamente, a frente de resfriamento avanga, promovendo uma reducao de distancia
entre particulas. As tensoes presentes na estrutura solida apés o congelamento se dao
efetivamente pela distancia entre moléculas, e por isso altas taxas de resfriamento promovem
maiores tensoes na estrutura formada, o que pode gerar a formagao de trincas caso a
tensao residual no sélido seja superior ao limite de escoamento do material (o escoamento
em estruturas vitreas e ceramicas ¢ um regime curto e rapidamente promove a nucleacao e

propagagao instével de trincas que geram a fratura do material).

Certamente, a suspensao ao congelar tende a equilibrar as tensoes da maneira
mais adequada, de tal maneira que a estrutura estabilizada é aquela com maior area
superficial e menor volume ou, analogamente, maior perimetro e menor area (HALES,
2006). Naturalmente, esse processo nao ¢ instantdneo, e o tempo levado para tal é dado

pela segunda Lei de Fick aplicada ao calor, conforme a Equacao 2.13:

) 0?
a—f - Daxf, (2.13)

22



em que ¢ é representa uma concentra¢ao volumétrica (no presente caso, esta quantidade é
a energia térmica associada), t é a varidvel tempo, D é o coeficiente de difusividade molar
e x é a posicao em analise, levando a crer que nem sempre o processo de equilibrio de
tensoes no rearranjo da estrutura ocorre por completo, o que explica diferentes geometrias
de poros. De modo conciso, a conversao de taxa de transferéncia de calor em energia
cinética ¢ afetada pela capacidade térmica a pressao constante (C),), que por sua vez varia
com a temperatura, e depende também da resisténcia térmica do cold finger (k) e das
paredes do molde (k,,). Novamente, de maneira intuitiva, podemos relacionar a taxa de

variacao de transferéncia de calor com essas grandezas conforme a Equacao 2.14.

(ka + km)

) o E.. 2.14
Q Cp (T) C ( )

Entao de fato ha relagao entre a natureza do solvente e o equilibrio de tensées no
congelamento, porém, a temperatura é a grandeza que de fato rege a geometria do sélido

formado.

Ademais, ha de se levar em consideragao a resisténcia térmica da porcao ja congelada,
que aumenta conforme a frente de resfriamento avanga, o que torna o processo de prever a

taxa de calor trocada deveras complexo.

Por fim, destaca-se que a modelagem aqui feita supoe uma primeira camada homogé-
nea de fluido em contato com a superficie do cold finger, e experimentalmente, utilizando-se
deposicao manual da suspensao, nao é o que se observa. Ao entrar em contato com o
sumidouro de calor, por¢oes de suspensao congelam em instantes diferentes, gerando cresci-
mento irregular da frente de resfriamento e, consequentemente, descontinuidade geométrica
entre essas duas diferentes porcoes. Sabendo-se que descontinuidades geométricas sao
concentradores de tensao, neste caso é possivel que mesmo as tensoes residuais na estrutura
seja inferior ao limite de escoamento do material, os elementos concentradores de tensao
aumentem efetivamente a tensao nestas regioes, fazendo-se com que haja a nucleacao e
propagacao de trincas ainda no material congelado, que se consolidam e crescem durante

o processo de sinterizagao do corpo verde.

A Figura 2.8, de autoria proria, mostra uma microscopia eletronica de varredura
de um material fabricado por freeze-casting, e é possivel observar o empilhamento de
graos de solido em uma direcao preferencial, como resultante da direcao do gradiente de
calor proporcionado pelo sumidouro de calor (cold finger). Depreende-se também que, por
estar em corte, o canal visto estaria previamente fechado em um canal tubular, e nota-se
também que suas paredes tentaram arranjar-se de maneira geométrica, porém o tempo
para equilibrio de tensoes nao fora suficiente, e uma geometria intermediaria fora formada.

O quadro (b) da Figura 2.8 confirma a geometria lamelar com tendéncias prismaticas.
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Figura 2.8 — Microscopia eletronica de varredura de um monolito ceramico fabricado por
freeze-casting. Fonte: produgao propria do autor.
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3 Metodologia de Trabalho

3.1 Sintese do BaTiO;3

O titanato de bario utilizado para a modificagdo da hidroxiapatita foi produzido
segundo a metodologia sol-gel apresentada por Andrade (ANDRADE et al., 2012), visto
que a geometria de interesse é a tetragonal e o material obtido em pé, em vez de filmes

finos. A Figura 3.1 apresenta um esquema do processo de fabricagdo do material.

Inicialmente, dois séis foram preparados em béqueres diferentes: um contendo
solugdo aquosa (dgua de osmose reversa de produgao propria) de acido acético glacial
(CH3COOH> 97% Sigma-Aldrich) e acetato de bario (Ba(CH3COO0), > 99,999% Sigma-
Aldrich); outro contendo alcool isopropilico ((CH3):CHOH > 98%, Sigma-Aldrich) e
tetraisopropil ortotitanato (Ti((CHsz)oCHO) > 99,0%). Em ambos os s6is, a agitagao
foi mantida até que os conteidos ficassem homogéneos. Em seguida, verteu-se o béquer
contendo isopropdxido de titanio sobre o béquer contendo acetato de bério, e a agitacao

mantida a 400 RPM e aquecimento de 100 °C, até que o gel formado solidificasse e secasse

, Sol2:
Metodo Sol-Gel:

CHs on

HBC*o- Tit* )\
HiC cHy

4

Isopropéxido de titanio (IV) 2-propanol

Figura 3.1 — Esquema da metodologia de fabricacao de titanato de bario pela rota sol-gel.
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por completo. A agitacao foi mantida até que o sélido resultante fosse reduzido a um pé

fino pela barra magnética.

Apods a producao do péd precursor pelo método sol-gel, o material foi levado ao
forno para tratamento a 900 °C por 4 horas, com uma taxa de aquecimento de 10
°C/min. O produto obtido foi um p6 fino de coloragao branca, que foi subsequentemente
caracterizada pelas técnicas de Difratometria de Raios-X, espectroscopia no infravermelho

com transformada de Fourier e adsor¢ao gasosa.

3.2 Fabricacao de Scaffolds

3.2.1 Scaffolds de Hidroxiapatita Pura

Scaffolds de hidroxiapatita foram fabricados na forma de mondlitos pela metodologia

de freeze-casting com temperatura controlada.

Assim como representado na Figura 3.2 sistema consiste em um tarugo de cobre
com perfil circular (cold finger), inserido em uma caixa de isopor em que despeja-se o
nitrogénio liquido (cold bath). A parte superior do tarugo, para fora da caixa de isopor,
possui 4 furos diametralmente dispostos e igualmente espacados ao redor da circunferéncia
para a insercao de resisténcias elétricas, ao passo que um quinto furo de menor didmetro é
utilizado para inserir o termopar que realiza a medi¢ao da temperatura em tempo real.
Todos esses dispositivos foram conectados a uma central de controle, cujas opgoes de

temperatura desejada sao digitadas com um auxilio de teclas no painel do controlador.

Para a fabricagdo de amostras, foram utilizados moldes de Technyl, com dimensdes:
13,5 mm de altura por 14 mm de diametro. Os moldes foram revestidos com graxa de
silicone em sua area interior, como maneira de facilitar o processo de desmolde apds o
congelamento. O minimo possivel de graxa foi utilizado, evitando a formacao de pelotas ou

desniveis de graxa, que potencializam o aparecimento de trincas e defeitos nos mondlitos.

A suspensao precursora, contendo 40% em volume de HPA, 3,0 wt.% de alcool
polivinilico (PVA) e 3,75 ml de dimetilsulféxido (DMSO), foi colocada sob agitagao
magnética a 400 RPM e temperatura ambiente por 10 minutos. Entdo, a suspensao fora
vertida rapidamente pelas paredes do molde, buscando-se uma superficie inferior o mais
suave possivel, sem formacao de estrias. O congelamento foi realizado a -130 °C, e cada
amostra levou cerca de 8 minutos até que a frente de resfriamento atingisse a parte superior

da amostra.

Apods o congelamento, as amostras foram mantidas resfriadas em um recipiente
contendo nitrogénio liquido, até que fossem levadas ao liofilizador (Terroni LS 3000), para

sublimacao do solvente.

Apos a liofilizacao, os mondlitos foram cuidadosamente colocados sobre uma placa
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Figura 3.2 — Sistema de freeze-casting com controle de temperatura do LMCNano (Labo-
ratério de Materiais Cerdmicos e Nanoestruturados) utilizado para fabricacao
de amostras no presente trabalho.

de material refratario, e levados ao forno a uma temperatura de 1250 °C por 4 horas, com

taxa de aquecimento de 2 °C/min.

3.2.2 Scaffolds de Hidroxiapatita Modificada BaTiOj3

As concentragoes de titanato de bario de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 wt.% foram utilizadas
como forma de investigar a influéncia dessa perovskita em scaffolds de hidroxiapatita
comercial. Para realizar a modificacao da hidroxiapatita, procedeu-se inicialmente igual as
amostras de hidroxiapatita pura até a etapa de agitagao a 400 RPM, e neste momento,
pesou-se na seguinte ordem: titanato de bario e em seguida alcool polivinilico (PVA),
intercalando-se cada pesagem com agitacao a 400 RPM durante 5 minutos. Entao, procedeu-
se com a moagem por 20 minutos e 10 Hz em um moinho misturador MM 400 da Retsch,
colocando-se novamente a suspensao sob agitacao apds a moagem. A agitacao foi mantida
a todo o momento em ambos os béqueres, tanto naquele contendo a solugdo pré moagem
como no de solucao apds a moagem. Ao fim, a suspensao moida foi vertida dentro do molde
de Technyl, mantendo-se a agitacao na suspensao restante. Dai, o restante do processo

novamente se iguala as amostras produzidas apenas com HPA, DMSO e PVA.
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3.2.3 Scaffolds de Hidroxiapatita Modificada Zn®

O zinco metdlico serviu a duas propostas diferentes: a calcinacao da ceramica ZnO
(6xido de zinco) e para o fornecimento de fons de Zn?* substituintes na hidroxiapatita.
Para a fabricacao do éxido de zinco, tratou-se termicamente o zinco metalico precursor
sob as mesmas condi¢des dos mondlitos de hidroxiapatita. O zinco metalico fundido, ao
reagir com a atmosfera, forma o ¢xido de zinco. O processo de modificagdo dos scaffolds
com zinco metalico consistiu no mesmo processo utilizado para a modificagdo apenas com
titanato de bario. Adicionou-se, apds o titanato de bério e antes da adicao de PVA, o
zinco metdlico, nas concentragoes de 5 e 10 wt.% as amostras com 0,50, 0,75 e 1,00 wt.%
de titanato de bario. Em seguida, o restante do processo fora idéntico aquele empregado

para scaffolds de hidroxiapatita modificada com titanato de bario.

3.2.4 Amostras e Nomenclatura

A Figura 3.3 exemplifica a geometria e dimensoes de algumas amostras fabricadas
por freeze-casting, a fim de colaborar com a visualizagdo dos materiais fabricados. E

importante ressaltar que as amostras desta Figura pertencem ao lote 10Zn+100BT.

Figura 3.3 — Amostras do lote 10Zn+100BT produzidas por freeze-casting e lixadas para
ensaio de compressao mecanica.

Os lotes de amostras produzidos foram separados de acordo com a quantidade de

titanato de bario e zinco metalico, conforme a Tabela 1. As amostras contendo apenas
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hidroxiapatita (além de DMSO e PVA) na suspensdo precursora foram nomeadas de acordo
com a concentracao deste material em v/v. As amostras foram HPA 30%, HPA 40% e
HPA 50%. Entretanto, devido as propriedades dessas amostras, descartou-se cargas de
solido de 30 e 50%. As amostras de titanato foram nomeadas de acordo com o wt.% de
titanato utilizado. Por exemplo, as amostras 025BT e 100BT representam as amostras
de HPA 40%, modificadas com 0,25 e 1,00% de BaTiO3 respectivamente. Por fim, para
amostras com zinco, a nomenclatura se deu baseando-se nas concentracoes em wt.% de Zn
e BaTiOs. Por exemplo, a amostra de 5Zn+050BT representa amostra com 5 wt.% de

zinco e 0,50 wt.% de BaTiOj3 respectivamente.

Nome da Amostra | % de HPA v/v | % de Zn’ m/m | % de BaTiO; m/m
HPA 30% 30 0 0
HPA 40% 40 0 0
HPA 50% 20 0 0

025BT 40 0 0,25
050BT 40 0 0,50
075BT 40 0 0,75
100BT 40 0 1,00
5Zn+05BT 40 5 0,50
5Zn+075BT 40 5 0,75
57Zn+100BT 40 > 1,00
10Zn+-05BT 40 10 0,50
10Zn+-075BT 40 10 0,75
10Zn+100BT 40 10 1,00

Tabela 1 — Tabela com a nomenclatura das amostras, evidenciado a concentragao per-
centual em volume de hidroxiapatita na suspensao precursora, bem como os
percentuais de zinco metalico e titanato de bario em relacao a massa de hidro-
xiapatita.

3.3 Técnicas de Caracterizacao Fisico-Quimicas e Morfo-Mecanicas

3.3.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

A técnica de Difratometria de Raios-X foi empregada como uma técnica de caracte-
rizacao fisica das amostras, no sentido de identificacdo e quantificacao de fases cristalinas
formadas por meio do refinamento de Rietveld. Outros resultados também puderam ser
extraidos de tal técnica, como avaliagdo de mudancas nos parametros de rede e célculo de

tamanho de cristalito.

O DRX foi realizada em um equipamento Shimadzu XRD-6000, com fenda solar
de 1 mm e tubo com alvo de cobre (CuKa), e configuragao do tipo Bragg-Bentano. As
amostras foram varridas entre 20 e 60°, com velocidade de 1°/min e step de 0,02°. A

identificagdo de fases e o refinamento de Rietveld foram foram realizados com o auxilio do
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software Profex, alimentado com as base de dados do préprio programa, a Crystallography
Open Database de 2023, e alguns arquivos de informagao cristalogréafica (CIF’s) foram
extraidos manualmente da Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), notadamente as

fases de hidroxiapatita dopada com zinco.

Para o refinamento de Rietveld, o critério escolhido foi o teste do x2, cujos valores
representam um melhor ajuste do modelo quanto mais préximo de 1 (ajuste perfeito). No
presente trabalho, deu-se preferéncia para valores préximos ou inferiores a 2,00, porém,
duas amostras com valores acima deste foram consideradas razoaveis, visto que a diferenca
de ajuste se deu apenas por formato de picos, e nao pela presenca de fases camufladas, ja

que nao haviam picos sobressalentes.

Ademais, para o calculo de tamanho de cristalito, fora utilizado o modelo de

Scherrer, que ¢ representado pela Equagao 3.1:

K\

Brw v cos '

Nesta equacao, d representa o tamanho de cristalito em nanémetros, K é o fator de forma

d (3.1)

de Scherrer, que relaciona-se com a geometria do cristalito e serd assumido como 0,91 para
fins computacionais, A é o comprimento de onda da radiagao, que no caso corresponde a
radiacao-X por emissao em cobre e vale 1,54 nm. Adiante, Spw g € a largura a meia altura

dos picos desejados, e 6 é a metade do angulo em que se encontra o pico no difratograma.

Nenhum difratograma fora suavizado durante as andlises, e os tinicos tratamentos
matematicos realizados foram a subtracao de background para viabilizar uma melhor analise
de fases, e ocasionalmente a normalizacao das curvas com o critério de divisao pela maxima
ordenada para melhor visualizacao do grafico, porém sem fins de andalise mateméatica
e/ou estatistica. A representagao grafica dos difratogramas foi realizada utilizando-se os

softwares Origin Pro e Profer.

3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A técnica de FTIR foi realizada como forma de constatar quaisquer mudancas
consideraveis nos harmonicos das ligagoes de hidroxiapatita, e auxiliar na interpretacao de
dados obtidos pela Difratometria de Raios-X. A técnica foi performada utilizando-se um

espectrometro Thermo Fisher Scientific Nicolet is-50.

As amostras analisadas por FTIR foram diluidas com KBr analitico (previamente
secado por 3h a 150 °C) numa proporgao de 1:20. Os parametros de andlise foram varredura

de 390 a 4000 cm™!, com resolucdo de 4 cm™!

e 64 acumulagoes. Novamente, o tinico
tratamento de dados realizado foi a normalizacao, porém desta vez utilizando-se uma
injecao dos valores das ordenadas no intervalo compacto [0,1]. O software utilizado para

graficos fora o mesmo apresentada na Subsecao 3.3.2.
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3.3.3 Microtomografia Computadorizada (uCT)

A microtomografia computadorizada foi utilizada como uma técnica de identifica-
cao de defeitos, caracterizagdo morfologica, analises de interconectividade, porosidade e
distribuigdo de tamanho de poros. O equipamento utilizado foi um FEI/Thermo Fisher
Scientific HeliScan Mark I, com filamento de tungsténio. A técnica de microtomografia
foi escolhida como priméria para avaliacao de porosidade em detrimento da técnica do
principio de Arquimedes, uma vez que esta nao distingue poros de demais cavidades
formadas por defeitos, como trincas e bolhas. Trincas da ordem de grandeza do tamanho
médio de poro e bolhas na mesma escala podem se mesclar com os reais poros da amostra,
porém defeitos maiores sao prontamente excluidos durante o processo de segmentacao,

tornando a analise de porosidade comparativa mais fidedigna em diferentes amostras.

As imagens foram adquiridas com trajetoria helicoidal, 3600 projecoes por revolucao,
com 5 frames para média, 5 imagens de campos escuros, 10 imagens de campos claros,
0,25 s de tempo de exposigao, tensdao de 80 kV e 50 pA (corrente no tubo) e foco médio
(cerca de 35 pA de corrente no alvo). Os tamanhos de voxel variaram entre: 5,6 e 6,1 pum.
Em seguida, as projecoes foram reconstruidas em baixa resolucao utilizando-se o software

Qmango (Python), com corre¢ao de beam-hardening de 5%.

As reconstrugoes de baixa resolucao foram tteis para a identificagdo morfologica
das regides porosas de cada amostra. Além disso, essas reconstrugoes também foram
fundamentais para observar a formacao de defeitos como trincas, bolhas, aglomerados
e homogeneidade de densificacdo. Em seguida, as imagens foram transferidas do cluster
de trabalho para a workstation em que se encontra instalado o software Thermo Fisher
Scientific Amira-Avizo 3D. Esse software foi utilizado para as demais avaliagdes relativas a

morfologia das amostras.

O tratamento computacional foi realizado através do fluxo de trabalho apresentado

na Figura 3.4:

De forma geral, o fluxo de trabalho produziu dados intermediarios, conforme a
Figura 3.5, que consistiu na retirada de um subvolume do volume total, seguido do
thresholding, etapa na qual o software utiliza o histograma do subvolume para computar e
diferenciar material do vazio. Nesta etapa, pode-se calcular o percentual de sélido (valor 1
atribuido) presente na amostra, e o complementar de tal valor representa o percentual de
poros (valor 0 atribuido). Em seguida, utiliza-se o médulo Azis Connectivity para avaliar os
voxels de valor 1 que estao conectados, criando-se assim um conjunto de dados conectados.
O médulo Subtract Image é utilizado para visualizagao de tais regides. Em seguida, utiliza-
se o modulo Separate Objects, cujo output é definido como "objetos conectados'e a espessura
do marcador (ferramenta de separacio) é fixada como 1 (escala de 0 a 5, sendo 0 menores
divisdes e 5 maiores divisdes). O valor de 1 é adequado para as amostras do presente
trabalho, uma vez que o tamanho médio de poros foi relativamente alto, como futuramente

abordado. Entao, utilizou-se o médulo Label Analysis, com métrica customizada para
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calculo de tamanho de poro. Por fim, com o resultado da separagdo de objetos, utilizou-se

o modulo Generate Pore Network para a exibicao da rede de poros modelada.

(a) Volume total. (b) Subvolume extraido.

(¢) Thresholding. (d) Separagdo de objetos.

Figura 3.5 — Dados intermediarios gerados pelo Avizo 3D, (a) o mondlito como um todo,
(b) o subvolume extraido para andlise, (c) o thresholding e por fim, (d) a
separacao de objetos.

Observando-se as trincas presentes no subvolume extraido, é possivel notar que
tais defeitos nao sao considerado nas etapas de thresholding e separagdo de objetos, como

fica explicito nas Figuras 3.5 (b), (c¢) e (d).

3.3.4 Ensaio de Compressao Mecanica

Os ensaios de compressao mecanica foram conduzidos em uma Material Test System
(MTS) 810, com célula de carga de 2500 N acoplada e avango de 0,1 mm/min (ZHANG
et al.,, 2014). As amostras foram previamente lixadas com uma lixa convencional de
gramatura 1000, buscando a remocao de relevos e imperfei¢oes, de forma a tornar as
superficies da amostra o mais perpendiculares a aplicacao da forga possivel. Os lotes de
amostras preparados para este ensaio continham entre 7 e 10 amostras, como forma de

mitigar desvios e varidveis ambientais no tratamento estatistico dos dados.
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Neste ensaio, foi possivel avaliar a influéncia da qualidade das amostras refletida na
resisténcia a compressao de cada uma, por meio de uma avaliagdo do comportamento das
curvas de Forca X Deslocamento e Tensao X Deformacao, bem como avaliagoes qualitativas

de tenacidade e resiliéncia.

3.3.5 Adsorcdo Gasosa

Ensaios de adsorcao gasosa foram realizados para amostras de titanato de bario e
6xido de zinco puros como forma de averiguar a area superficial especifica e a existéncia de
redes micro (< 2 nm), meso (> 2 nm < 50 nm) ou macroporosas (> 50 nm) e distribuicao
de tamanho de poros nesses materiais. O equipamento utilizado foi um Anto-Paar Quanta
Chrome AutoSorb iq, com transdutor de pressao de 0,1 Torr. Como a rede de poros da
hidroxiapatita pura é de escala micrométrica, ndo faz sentido analisar este tipo de material

por meio desta técnica, dai a utilizacao da microtomografia computadorizada.

A desgaseificacao das amostras foi performada em células de 6 mm com bulbo,
sendo que devido a baixa massa de titanato de bario optou-se pela utilizacao do bastao
de preenchimento (filler rod), como meio de reduzir o volume vazio da célula e reduzir

desvios de medida. Ademais, os pardametros de desgaseificagdo foram os seguintes:
« Aquecimento até 80 °C com rampa de 2 °C/min.
o Isoterma a 80 °C por 1 hora.
» Aquecimento de 80 a 120 °C com taxa de 2 °C/min.
o Isoterma a 120 °C por 1 hora.
« Aquecimento de 120 a 300 °C com rampa de 5 °C/min.
o Isoterma a 300 °C por 30 minutos.
o Teste de vazamento a 300 °C por 5 minutos.

Em seguida, apds a devida pesagem das amostras posterior a desgaseificagao, o
ensaio de adsorcao foi conduzido em pressoes relativas de 1x1075 até 0,95 Pa, e a dessorcao
fora realizada para os mesmos pontos, com tolerancia 0 e tempo de equilibrio de 12 minutos
para os pontos de pressao mais baixa. Para o cdlculo de area superficial mesoporosa foi
utilizado o modelo de BET (Brunauer-Emmett-Teller), descrito pela Equacao 3.2 que leva

em consideracao os pontos de pressao relativa de 0,05 a 0,35, utilizando-se o nitrogénio

como adsorbato.

1 1 +O—1<P>’ (32)



tal que X representa o nimero de moléculas adsorvidas, X,, é o nimero de moléculas
necessarios para formar uma monocamada de gas adsorvido na superficie do material,

P /Py é o termo de pressao relativa e C é um parametro relacionado ao calor de adsorgao.

Este modelo representa um grafico linear entre 1/[X(Po/P)-1] VS. P/Py, de maneira

que a area superficial pode ser calculada através da relagao

1

inclinacao + intersecao

AS = AST, (3.3)

em que AS é a area superficial especifica e AST é a area da secao transversal do adsorbato

(nitrogénio).

Para cdlculos de DFT (density functional theory), foi utilizada a fung¢ao interna do
programa ASIQ)Win, produzido pela Quanta Chrome. Para configurar o método de calculo,
utiliza-se a janela ilustrada pela Figura 3.6. Para a presente metodologia, considerou-se
o adsorbato como nitrogénio, o adsorvente como silica, poros com formato de fendas,
e utilizou-se a regiao de adsorcao das isotermas. Ademais, para o presente trabalho,
empregou-se a variagao da modelagem DF'T utilizando-se o NLDF'T, que é o equivalente

ao DFT considerando-se o funcional densidade como um funcional nao localizado.

| Data Reduction Parameters

InitsDhigplay ] General ] Adzorbate ] Adzorbent | t, MP, alpha-s ]
1 BJH/DH.D&, DR | HK,5F  DFT/MonteCatlo | a4/ Summany |

DFT l b onte: Earlu:u]

Calculation model

R ange [relative prezzure]

Min |1.000000e-07 Max |1.000000

Higtagram
Scale

| e Log r a0
7 f* Lin {+ Bin pore width 0.500000 &

Interpolation Settings | taving paint avg.: |0 i
Treat adsorbate az: |Nitru:ugen (= 77K j
Treat adzorbent as: |Si|i|:a j

@ o Ok X Cancel | ? Help |

Figura 3.6 — Configuracao dos parametros para o modelo de DF'T empregado pelo software
de anélise de adsor¢ao gasosa da Quanta Chrome.
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4 Resultados e Discussoes

Em primeiro lugar, é pertinente justificar a escolha da carga de hidroxiapatita
como 40% em volume para a fabricacao das amostras produzidas. Os corpos verdes com
30% de carga de sélido apresentaram dificuldade de se manterem integros com a adicao de
titanato de bario e zinco metélico, sugerindo que possivelmente houve interagées entre
os precursores que modificaram a dinamica de liofilizagao das amostras com BT e Zn.
Logo, descartou-se a utilizacao dessa carga de sélido. Para uma carga de sélido de 50%,
a quantidade de material era consideravelmente maior do que para 40%, e nao houve
diferenca significativa em termos de porosidade e resisténcia para as amostras de 40%.
Por fim, a densificagdo de amostras com 50% promoveram um aumento na formagao de
trincas, o que acarretou numa reducao da resisténcia a compressao mecanica. Portanto, a
carga de 40% de hidroxiapatita na suspensao precursora mostrou-se a mais eficiente em

termos de propriedades morfo-mecanicas.

4.1 Amostras HPA e HPA+-BT

4.1.1 Caracterizacdes Fisico-Quimicas

A primeira etapa para melhor elucidar as propriedades das amostras produzidas é
compreender a dindmica de formagao de fases nas mesmas, e para tanto, os ensaios de
Difratometria de Raios-X e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
foram fundamentais no estudo dessa dindmica. Os resultados de FTIR serao utilizados

como forma de corroborar com os dados de DRX, que serao discutidos a seguir.
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mo-TCP (ICSD 923)

@h-HPA (ICSD 171548) ——100BT
mh-OCP (ICSD 87727) —075BT
® — 050BT
° —— 025BT
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Intensidade (u.a.)
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Figura 4.1 — Difratogramas das amostras HPA 40%, 025BT, 050BT, 075BT e 100BT.

A Figura 4.1 apresenta as amostras HPA 40%, 025BT, 050BT, 075BT e 100BT,
em que os picos principais das fases encontradas estao destacados. Para esse conjunto
de amostras, observou-se a formagao das fases hidroxiapatita hexagonal (h-HPA), c6digo
ICSD 171548, evidente pelos picos em 25,9°, 28,95°, 31,7°, 32,2°, 33,0°, 34,2° e 46,8° (picos
de maior relevancia). O trifosfato de célcio alfa (a-TCP, monoclinico), cédigo ICSD 923,
fora evidenciado pelos picos em 22,4°, dupleto em 22,8° e 22,9°, 30,2°, dupleto em 30,6° e
30,7°, 31,3° e dupleto em 46,4° e 46,7°. Por fim, a oxiapatita hexagonal (h-OCP), c6digo
ICSD 87727, fora observada devido aos picos em 31,8°, 32,2°, 32,8° e 39,9°, além do tipico
perfil que assemelha-se a ruido. Especificamente na amostra com 0,75 wt.% de titanato de

bario nao possivel identificar a presenca de h-OCP.

Nas amostras contendo apenas titanato de bario, nao foi possivel a identificacao
de fase relativa a este material por DRX. Isto se deve a baixa concentracao utilizada
nas modificagoes, mas conforme abordado previamente, o titanato ja é conhecidamente
um material altamente promissor em bioaplicagoes. Dessa maneira, do ponto de vista
de formacao de fases, as amostras de HPA tanto contendo como nao contendo titanato

representam biocompédsitos em potencial.

Além dos picos caracteristicos, outras caracteristicas dos difratogramas na Figura
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4.1 se destacam, como o fato de todas as amostras apresentarem intensidades semelhantes.
E possivel observar um pequeno deslocamento dos picos da amostra 025BT em relaco &
HPA 40%, que também pode ser percebido nas amostras 050BT, 075BT e 100BT. Esse
deslocamento sugere que possa ter havido interacdo quimica entre BaTiO3z e HPA. Para
concentracoes de 10% ou superior de titanato de bario, ndo se encontram evidéncias de
interagdo quimica entre o titanato de bério e a hidroxiapatita (JIAO et al., 2017; JIAO et
al., 2020), o que sugere que esses valores podem ultrapassar o limite de solubilidade do

titanato na hidroxiapatita.

Para as amostras HPA+BT, em acordo com a Tabela 2, a composicao de fases das
amostras foi basicamente a-TCP, h-HPA e h-OCP, com exce¢ao da amostra com 0,75%
BT, que conforme discussao prévia, nao apresentou h-OCP. Notadamente, a amostra de
controle (HPA 40%) apresentou a maior concentragdo de a-TCP com 76% dessa fase,
seguida pela amostra 075BT, com 73% de a-TCP. A diferenca entre essas duas amostras,
além da fase h-OCP, reside na quantidade de h-HPA formada, com 27% contra apenas 5%
da amostra de controle. Similarmente, as amostras com 0,25, 0,50 e 1,00 wt.% de titanato
de bério apresentaram de 64 a 65% de a-TCP, ao passo que a quantidade de h-HPA ficou

em 32, 33 e 29%, respectivamente.

Amostra | Composicio Refinada Parametros de Rede | Tamanho de Cristalito | 2

(nm) (nm) ()
76% m-alpha-TCP a = 0,943

HPA 40% 19% h-OCP c = 0,694 70,7 1,89
5% h-HPA (h-HPA)
64% m-alpha-TCP a = 0,941

025BT 32% h-HPA c = 0,689 52,9 1,72
4% h-OCP (h-HPA)
64% m-alpha-TCP a = 0,942

050BT 33% h-HPA ¢ = 0,690 53,0 1,57
3% h-OCP (h-HPA)
73% m-alpha-TCP a = 0,943

075BT 27% h-HPA ¢ = 0,601 60,6 2,19
65% m-alpha-TCP a = 0,943

100BT 29% h-HPA ¢ = 0,690 52,6 1,89
6% h-OCP (h-HPA)

Tabela 2 — Tabela contendo detalhes dos resultados mais importantes obtidos através
da técnica de refinamento de Rietveld para os sistemas de amostras HPA e

HPA+BT.

Como citado, ndo ha evidéncia de formacao de fases intermedidrias entre BaTiO3 e
HPA por DRX, entretanto, ao observar quantitativamente a formacao de fases, é possivel
observar que o titanato de bario promoveu uma maior manutencao da fase h-HPA em
detrimento da formacgao, principalmente, da fase h-OCP. Isto pode ocorrer devido a
interacoes entre BaTiO3 e HPA preferencialmente entre os oxigénios do titanato e o grupo
hidroxila da HPA. Nao se descarta a possibilidade, entretanto, da indugao de dipolo

elétrico na HPA promovida pela ferroeletricidade do BaTiO3. Como abordado no Capitulo
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2, a fase h-OCP surge da desidroxilagao da hidroxiapatita e culmina em a-TCP com
o aumento da temperatura. O fato de observar-se uma reducao na formacao tanto de
h-OCP quanto de a-TCP, ao passo em que aumenta-se a quantidade de h-HPA, indica
que houve uma menor quantidade de h-HPA disponivel para desidroxilagao, sugerindo que
o titanato de bario possa ter estabilizado as hidroxilas em temperaturas mais altas. Esse
aumento de energia necessario para a remoc¢ao de grupos OH™ da hidroxiapatita condiz
com o possivel surgimento de interacoes entre titanato de bario e hidroxilas de HPA. Esse
mecanismo propoe um aumento na entalpia de remocao das hidroxilas, dai observa-se uma
menor transformacao de h-HPA em h-OCP e o-TCP, dada uma mesma temperatura de

tratamento térmico.

Ainda referente a Tabela 2, pode-se observar uma pequena variagao no parametro
de rede "a"das amostras com titanato de bario, de 0,941 nm na 025BT a 0,943 nm tanto
na 075BT como na 100BT. Por outro lado, observou-se uma maior variagao no parametro
'c¢"das amostras com titanato em relacao ao controle, em que o maior valor observado fora
na amostra de controle, com 0,694 nm, em contraste com os valores de 0,689, 0,690, 0,690
e novamente 0,691 nm para as amostras com 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 wt.% de titanato de

n.nz

bério, respectivamente. Tal contracao do parametro "c¢"é condizente com o reportado na
literatura (JIAO et al., 2017; JIAO et al., 2020).

Do ponto de vista do tamanho de cristalito referente as amostras HPA+BT, foi
possivel observar uma reducao expressiva de 70,7 nm na amostra de controle até cerca de
52,6 nm para a amostra 100BT, que foi o menor valor para este grupo de amostras. A
amostra 075BT apresentou um valor menor do que a amostra de controle, porém maior

do que as demais amostra HPA4+BT, com d = 60,6 nm.

Alteragoes nos parametros de rede e tamanho de cristalito da hidroxiapatita sao
reportados na literatura quando adiciona-se o titanato de bario a HPA (JTAO et al., 2017;
ZHANG et al., 2019). O mecanismo responsavel pela reducao de tamanho de cristalito
baseia-se na diferenca energética de superficie dos cristais de hidroxiapatita quando
introduz-se o titanato de bario. Cristalitos de titanato de bario podem atuar como agentes
nucleadores, reduzindo-se a energia necessaria para nucleacao heterogénea e promovendo a

formagao de novos nucleos de HPA.

Para maior elucidacao da dindmica de fases, os espectros de FTIR serdo de grande
auxilio. Como é possivel notar na Figura 4.2, no tocante as amostras HPA 40%, 025BT,
050BT, 075BT e 100BT, as bandas de transmissao em torno 523 cm™! sdao pertinentes
ao estiramento da ligagdo Ti-O (JIN et al., 2009) na amostra de titanato de bario puro.

! (modo de simetria flexional, v5), 553 e 633 cm ™!

Por outro lado, as bandas em 469 cm™
(modo flexional fora de plano, v4), 960 e 1088 cm™! (estiramento assimétrico, v3) sao as
bandas caracteristicas do grupo PO}, que é o grupo principal das fases h-HPA, o-TCP e
h-OCP (PRAMANIK et al., 2007). Nao foi possivel observar influéncia clara do titanato
de bario nas amostras contendo apenas BT, potencialmente por existir sobreposicao da

banda de Ti-O com o modo v do grupo fosfato.
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Figura 4.2 — FTIR das amostras de controle e modificadas com variadas concentragoes de
titanato de bario.

A Figura 4.2 é essencial para a compreensao dos mecanismos de estabilizacao
da fase h-HPA promovida pelo titanato de bario. A pequena variacdo na intensidade
transmitida pode ser reflexo da pequena quantidade de titanato presente nas amostras. Por
outro lado, a diminuicao dessa banda pode simbolizar uma distribuicao nao homogénea
de titanato de bario no pé analisado, visto que espera-se um aumento de intensidade
dessas bandas. Outro fator que pode estar relacionado com a reducao na transmissao,
dado o aumento da concentracio de titanato, é o fato de o titanato apresentar uma alta

absorbancia, além, claro das propriedades das fases formadas.

Tanto os resultados de FTIR como de DRX corroboram para a ideia de que o
aumento da concentracao de BaTiO3z nao promove um crescimento linear na quantidade
de fase HPA mantida nas amostras, e sim estabiliza-se. Isto sugere que ha um limite a
partir de 0,50 wt.% de BT em que nao ha mais a estabilizacao de hidroxilas. H4 também a
possibilidade de este ser um fendmeno dependente da area superficial especifica do titanato,
que serd abordado adiante. E possivel também que uma maior quantidade de vacancias
de calcio na estrutura da hidroxiapatita promova um encurtamento das células unitarias,
dificultando eletrostaticamente a aproximagao do BT as hidroxilas disponiveis (GOMES

et al., 2011). Por fim, a homogeneidade das amostras é um ultimo fator determinante na
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dindmica de formacao de fases.

De forma resumida, o a-TCP é a fase de fosfato de célcio estavel acima de 1100 °C,
porém discute-se acerca de sua estabilidade a temperatura ambiente quando comparada
ao f-TCP (KREIDLER; HUMMEL, 1967). Entretanto, essa fase possui potencial para
aplicagoes de reparo do tecido dsseo (XU et al., 2017; DOROZHKIN, 2010), apesar de
que deve-se atentar a fatores como a acidez do meio em que a fase é empregada. No
caso de meios acidos, esta fase pode potencialmente ser citotéxica (MORENO et al.,
2020), impondo certas restrigdes ao uso do material. Além disso, este material pode
apresentar boas propriedades mecénicas em termos de enxertos 6sseos (MONTUFAR
et al., 2018). O ortofosfato de célcio (oxiapatita) também é interessante do ponto de
vista biomédico, uma vez que o uso deste material esta relacionado com o aumento de
ossificacao, osseointegracao e outros fendmenos relacionados a regeneracao de tecido 6sseo
(DOROZHKIN, 2013; DOROZHKIN, 2015).

Outro aspecto importante para biomateriais diz respeito a area superficial especifica
e distribuicdo de mesoporos (referentes ao pé, para poros entre 20 e 80 nm), que foram
obtidas por andlise de adsorcao gasosa. Estes parametros sao essenciais para a compreensao

das dindmicas fisico-quimica e morfo-mecanica das amostras, como sera demonstrado.

Para a amostra de titanato, como observa-se na Figura 4.3, percebe-se um com-
portamento semelhante a um material mesoporoso (isoterma tipo IV com interagao
adsorbato-adsorvente). E possivel verificar a interacio quimica do adsorvente com o adsor-
bato pela auséncia de "joelho'na curva de adsorcao. Além disso, é possivel identificar a

histerese como tipo H1, atribuida a presenga de poros de frasco de tinta (ink-bottle).

Relativo ao modelo de BET, os seguintes T-plot foram obtidos para a regiao de

0,05 a 0,30 de pressao relativa (regiao de BET), conforme a Figura 4.4.
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Figura 4.3 — Isotermas do titanato de bario puro. O ramo vermelho indica o ramo de
adsorcao e o ramo azul indica a dessorcao.
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Figura 4.4 — Regressao linear (T-plot) pela equacao de BET em comparagao com os dados
obtidos.

Com base nos dados fornecidos pela Figura 4.4, calculou-se uma area especifica
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31,98 m?/g, em que a constante C apresentou valor de 2,73, e o coeficiente de correlagio
foi de 0,9636. E possivel que a drea superficial do titanato de bério tenha relacio com
o percentual de hidroxiapatita que nao se transforma apds o tratamento térmico dos
scaffolds HPA+BT. Considerando-se a estrutura mesoporosa, pode haver interacao das
hidroxilas da HPA com a superficie do titanato de bario, promovendo a estabilizacao da
fase h-HPA, conforme previamente teorizado. Adiante, os sitios de interacdo entre HPA
e BT podem também promover uma reducao de energia livre de superficie, facilitando-
se a nucleacao heterogénea. Consequentemente, ao reduzir-se a energia necessaria para

nucleacao, promove-se um menor crescimento de cristalito.

O modelo de DFT utilizado fora exposto em maior detalhamento no Capitulo 3.
Essa modelagem permitiu obter uma area superficial, para o titanato de bario, no valor de
12,19 m?/g, tamanho médio de poro de 4,52 nm (mesoporo) e um erro de ajuste de 9,73%,

fazendo com que a estimativa de area superficial por BET seja mais precisa do que DFT.

—
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Figura 4.5 — Diagrama da distribuicao de tamanho de poro por NLDFT da amostra BT
puro.

Por fim, ressalta-se que a adsorcao gasosa da hidroxiapatita fora dispensada, uma
vez que o tamanho médio de poro obtido para os mondlitos estd na escala micrométrica,
fazendo-se que técnica se torne invidvel para este tipo de material, porém é interessante
conhecer o potencial de adsorcao dos materiais utilizados na modificagdo da hidroxiapatita,
visto que nao ha uma maneira clara de separar isotermas de dois materiais diferentes em

uma mistura, dada uma tnica analise.
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4.1.2 Caracterizacao Morfo-Mecanica

Conforme explicitado na Subsecao 3.3.3, as informagoes obtidas pela técnica de
1-CT se dividem em dois conjuntos, um contendo dados numéricos e graficos, enquanto o
outro conjunto agrupa as informagoes visuais obtidas através das projegoes e reconstrugoes
das amostras. Inicialmente, avaliar-se-ao os resultados numéricos acerca da porosidade e

distribuicao de tamanho de poros, dispostos na Tabela 3.

Porosidade | Tamanho Médio de Poro

Amostra
(%) (pm)
HPA 40% 47,8 142,3
025BT 39,7 119.9
050BT 35,7 107,8
075BT 39,5 160,0
100BT 47,7 181,1

Tabela 3 — Porosidades percentuais aproximadas e tamanho médio de poro para as amostras
HPA-+BT obtidas por u-CT.

Relativo as amostras 025BT e 075BT, observou-se um aumento do tamanho
médio de poro de 119,9 um para 160,0 um respectivamente, ao passo que a porosidade
volumétrica total manteve-se préxima de 39%. Tratando-se da 050BT, esta amostra foi a
que apresentou a menor porosidade dentre as amostras apenas com titanato de bario, com
35,7% . Simultaneamente, esta amostra apresentou o menor tamanho de poro de todos os
lotes produzidos, com 107,8 um. A amostra 100BT, por outro lado, apresentou a maior
porosidade dentre todas as amostras modificadas (tanto dos lotes com zinco quanto sem

zinco), cerca de 47,7%, muito similar aquela calculada para a amostra HPA 40%.

O titanato, além de promover a estabilizacao da fase HPA e influenciar no tamanho
de cristalito, também teve clara influéncia tanto na porosidade quanto no tamanho médio
de poro das amostras HPA+BT. Ao adicionar titanato em 0,25 e 0,50 wt.%, nota-se uma
reducgao de porosidade e redugao de tamanho médio de poro, que acompanha a redugao na
formagao das fases a-TCP e h-OCP. Simultaneamente, observou-se um pequeno aumento
na manutencao da fase h-HPA. Essas evidéncias corroboram com a hipdtese de que o
titanato diminui a energia de nucleacao tanto do cristalito, como no crescimento de graos,
promovendo uma maior densificacao das amostras. Essa densificagao é refletida numa
menor porosidade e tamanho médio de poro. Por fim, ao aumentar a concentracao para
0,75 e 1,00 wt.%, visualiza-se um aumento tanto de porosidade como de tamanho médio de
poro. Isto ocorre por conta de um redirecionamento energético do tratamento térmico, que
passa a promover menor crescimento de graos, gerando lamelas com maior tamanho médio
de poro. De fato, a fase a-TCP é mais densa do que a fase h-HPA, portanto modulagdes na
concentracao dessa fase podem corroborar com variacoes de porosidade e tamanho médio
de poro. Dito isso, o titanato em maiores concentragoes possivelmente reduz a densificagao

do a-TCP, dai observa-se aumento de porosidade espécimes 075BT e 100BT.
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Na Figura 4.6, referente a distribui¢do de tamanho de poros das amostras HPA e
HPA+BT, note que a diferenca na quantidade/largura de cada barra depende do nimero
de intervalos amostrais em utilizado pelo software Amira-Avizo 3D. Conforme elucidado no
Capitulo 3, é interessante que se tenha um scaffold com uma gama de diferentes tamanhos
de poro, como forma de propiciar o crescimento de diferentes estruturas necessarias a
manutengao bioquimica e biomecénica do osso (YAO et al., 2021). Neste aspecto, a

distribuicao de tamanho de poros para sistemas HPA e HPA4+BT mostra-se eficiente.
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Figura 4.6 — Distribui¢ao de tamanho de poro por u-CT para as amostras contendo (a)
apenas HPA com diferentes cargas de sélido e (b) HPA+BT.

Outra caracteristica interessante observada foi a elevada interconectividade de
poros, e essa é uma caracteristica do método de fabricacao, uma vez que mudados os
solventes ou a carga de sélido, ainda observa-se altissima conectividade entre os poros
(FARIA et al., 2023). Esse fendmeno ocorre, entretanto, apenas para moldes com alta
resisténcia térmica em relagdo a temperatura de solidificacao do solvente, como é o caso
do DSMO em Technyl. Os resultados presentes na Figura 4.6 corroboram com a hipotese

de densificacao reduzida promovida pelo aumento do titanato acima de 0,50 wt.%.

Do ponto de vista morfoldgico, o primeiro resultado de interesse reside nas projecoes
contendo os planos longitudinais e transversais das amostras, como forma de avaliar as
regioes densa e porosa na amostra hidroxiapatita com 40% de carga em volume, bem como
a orientacao da estrutura de poros. Para melhor visualizacao das se¢bes transversais e
longitudinais doravante apresentadas, a Figura 4.7 exemplifica os cortes feitos em relagao

ao mondlito em vista tridimensional.
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(a) Cortes transversais.

(b) Corte longitudinal.

Figura 4.7 — Ilustragao das se¢des transversais e longitudinal realizadas no aoftware Avizo
3D.

A Figura 4.8 mostra como esta orientado o crescimento da rede porosa da amostra
HPA 40% em corte longitudinal. A morfologia da estrutura de poros é consequéncia do
dindmica de transferéncia de calor entre suspensao e cold finger. Inicialmente, o elevado
gradiente térmico provoca uma baixa nucleagao de cristais de DMSO (REUTER, 2017),
e consequentemente ha uma grande densificagdo do material. Quando a camada densa
atinge um valor critico de comprimento, a resisténcia térmica imposta por tal camada
aumenta o gradiente térmico entre a frente de resfriamento e o cold finger. O aumento do
gradiente térmico promovido por tal variacao de resisténcia térmica permite a nucleagao
do solvente, fazendo com que haja crescimento aleatério de cristais. Por fim, ao atingir
novamente determinada altura, a resisténcia térmica da camada sélida permite nucleacao
e crescimento de cristais, fazendo com que a estrutura de poros futura seja maior e mais

alinhada nesta regiao.
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Figura 4.8 — Plano de corte longitudinal, realizado por u-CT, na amostra HPA 40%. O
retangulo vermelho, 1, referem-se a regiao densa da amostra, enquanto o
retangulo azul delimita aproximadamente a area porosa de cada amostra. A
seta vermelha indica a direcdo de avanco da frente de resfriamento.

As trincas na regiao densa e de crescimento aleatério, visiveis na Figura 4.8,
evidenciam a formacao de bolhas durante a liofilizacao do solvente. As bolhas tendem a
se formar devido a expansao do solvente durante a sublimacgao, que em regides de baixa
porosidade podem se acumular. O aumento de pressao localizado provocado por essas

bolhas pode promover o colapso das estruturas ao redor, gerando os defeitos de liofilizacao.

A Figura 4.9 exemplifica o crescimento em lamelas das estruturas porosas. Nesta
Figura, é possivel notar que hd uma tendéncia de orientacao radial da estrutura de poros,
como resultado de um maior gradiente térmico nas paredes do molde. As paredes do molde
promovem nucleacao heterogénea, reduzindo-se a energia de nucleacao, o que também pode
contribuir para maior orientacao radial da estrutura de poros. Por outro lado, ainda sobre a
Figura 4.9, as regides mais distantes do centro ndo apresentam orientacao preferencial, em
consequéncia do menor gradiente térmico. Outra caracteristica passivel de analise disposta
pela Figura 4.9 é a formagao de trincas. As trincas visiveis na regido de crescimento lamelar
ocorrem caracteristicamente no volume da amostra, como consequéncia do colapso de

diversas lamelas.
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Figura 4.9 — Ampliacao da regido de crescimento lamelar, a 3/4 do topo de uma amostra
do lote 075BT.

Sobre os cortes transversais no plano intermediario, foi possivel identificar em
determinadas amostras (050BT) o surgimento de trincas radiais, cuja formagao aparenta
decorrer de bolhas de liofilizagao, tal qual a Figura 4.10. Esta Figura apresenta um corte
na se¢ao média e outro préximo ao topo do mondlito (regido porosa) da 050BT. Além disso,
nota-se uma diferenca de espagamento entre lamelas nas duas regioes de corte, condizente

com a redugao no tamanho médio de poro.

Pela Figura 4.10, é possivel concluir que as lamelas a 3/4 do topo na amostra
075BT tendem a ser maiores e com orientagdo mais bem definida, o que corrobora com a
ideia do crescimento lamelar promovido pelo titanato acima de 0,50 wt.%. Por outro lado,
com 0,25 e 0,50 wt.% existe uma maior tendéncia de surgir lamelas do que o crescimento
das existentes, dai a formacao de lamelas menores e com orientacao mais dispersa, em

consequéncia do gradiente de calor. As Figuras 4.11 (a) e (b) corroboram com tal discussao.
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(b) Segdo transversal a 3/4 do topo da
050BT.

(¢c) Segao transversal mediana da (d) Secao transversal a 3/4 do topo
075BT. da 075BT.

Figura 4.10 — Planos de corte transversal no plano médio e a 3/4 do topo das amostra
(a),(b) 050BT e (c),(d) 075BT.

Por outro lado, as amostras 025BT e 100BT apresentaram uma maior integridade,
no sentido de defeitos menores no plano médio da secao transversal, porém morfologias de
poros bem diferentes, conforme é possivel averiguar na Figura 4.11. Além de uma menor
presenca de trincas e bolhas, é também possivel reparar uma mudanca textural dos poros
em ambas as amostras, sendo que a amostra 025BT apresentou poros mais aleatorios
préoximo ao topo do monélito, em contraste com a amostra 100BT, que apresentou regioes
maiores e orientadas em dire¢oes particulares. Também ¢é interessante notar que ha maior
disposicao radial de poros na amostra 100BT, que ¢ particularmente interessante dos
pontos de vista mecanico e bioldgico, ja que podem se assemelhar aos canais de Havers
em um osso natural. Foi possivel notar que este comportamento de crescimento radial de

poros aumenta conforme a carga de titanato de bario aumenta nas amostras HPA+BT.
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(a) Secao transversal mediana da 025BT. (b) Segéo transversal a 3/4 do topo da
025BT.

(¢) Secao transversal mediana da (d) Segao transversal a 3/4 do topo da
0100BT. 100BT.

Figura 4.11 — Planos de corte transversal das amostras (a), (b) 025BT e (c), (d) 100BT.

Tentativas com molde de cobre foram realizadas, porém observou-se que camadas
densas eram formadas em contato com as paredes do molde de cobre. Isso se deve por
conta de um gradiente de calor muito maior entre as paredes do molde de cobre e a
suspensao do que aquele observado nas paredes do molde de Technyl. Consequentemente,
fazendo-se com que apenas o topo das amostras em molde de Cu possuisse uma regiao
porosa em contato com a regiao exterior, reduzindo-se assim a porosidade. Além disso,
devido também a temperatura de -130 °C, que provoca um elevado gradiente térmico
tanto nas paredes do molde como no cold finger. Esse elevado gradiente provoca réapida
contracao da fase liquida ao congelar em contato com as superficies metalicas, enquanto
a regiao mais central continua liquida. Essa defasagem entre as frentes de resfriamento
das paredes do molde e do cold finger causam entao o rechupe. Esse defeito, acarretou
em uma abrupta queda na resisténcia mecanica devido a enormes trincas propagadas do
rechupe, tal qual exibido nas Figuras 4.12 (a), (b) e (c). E possivel ver que o rechupe
formado é conico e produz um furo passante na amostra, além das trincas no plano médio
da amostra. A tnica vantagem com relacao a este tipo de molde é no quesito morfologico
de poros, que passam a ter forte orientagao radial em conjunto com a orientacao axial na

regiao inferior.
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(b) Regido densa inferior.

(c) Corte longitudinal.

Figura 4.12 — Diferentes se¢oes de uma amostra de HPA 30% produzida em molde de
cobre.

Para os demais mondlitos é interessante apresentar alguns dos defeitos mais comu-
mente encontrados nas amostras, como bolhas e aglomerados, além de outras caracteristicas,

tais como a geometria da regiao porosa e a rede de poros referente ao volume das amostras.

Dentre as amostras contendo apenas titanato de bario, a amostra 025BT nao
apresentou a formacao visivel de aglomerados, enquanto na amostra 50BT pequenos
aglomerados comecam a ser evidenciados, conforme a Figura 4.13 (a). A amostra 075BT
apresentou morfologia semelhante a 050BT em termos de aglomeracao, porém com a
formacao de pequenos aglomerados na regiao densa. Por fim, na amostra 100BT nota-se
um aumento mais proeminente na formacao de aglomerados entre a base e o meio do
corpo de prova. Essas particulas aglomeradas sao mais densas do que o material ao redor,
e tenderam a ficar abaixo da por¢ao superior dos espécimes, além de apresentarem maior
intensidade de cor branca, o que sugere que as particulas de titanato se aglomerando sao

mais densas do que o restante do volume na suspensao precursora durante o congelamento.
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(c) 075BT. (d) 100BT.

Figura 4.13 — Corte longitudinal das amostras (a) 025BT, (b) 050BT, (¢) 075BT e (d)
100BT evidenciando o surgimento de particulas com maior densidade (azul,
branco e cinza claro).

No caso da amostra 25BT, é possivel verificar a formacao de aglomerados de
tamanho consideravel na regiao densa da amostra, de modo que a suspeita principal ¢ a
formacao de graos de trifosfato de calcio na regiao inferior, cuja densidade é superior a da

hidroxiapatita, porém inferior aquela do titanato de bario.

A modelagem da rede de poros de espécimes pertencentes a cada lote permitiu um
vislumbre da distribui¢cao de poros nas amostras. Para uma melhor compreensao, foram
realizadas duas imagens de rede de poros para cada amostra, uma apenas com os poros em
escala de cor por volume, e outra contendo tanto os poros como os canais que os conectam,
porém em escala de cor por area interna. A Figura 4.14 apresenta tais imagens para a

amostra HPA 40%.

Ainda sobre a Figura 4.14, é possivel notar que, assim como observou-se para todas
as outras amostras (Figura 4.15), hd uma grande conectividade entre os poros, além de
um visivel alinhamento longitudinal de porosidade. Algumas amostras sao consistentes
com a morfologia de bolhas e trincas no plano transversal mediano, como ¢ o caso das
amostras 075BT e 100BT (Figuras 4.15 (e) a (h)) e em consonancia com o que se observou
nas Figuras 4.13 (c) e (d).
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(a) PNM sem display de conexdes.

(b) PNM com display de conexdes.

Figura 4.14 — Modelagem da rede de poros da amostra HPA 40%.
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Conforme previamente abordado, o software Avizo desconta defeitos da amostra
em sua modelagem a medida que tais defeitos sdo ordens de grandeza maior do que
o tamanho médio de poro (vide Figura 4.15 (f)). Entretanto, quando defeitos (bolhas
e trincas) assumem valores razoavelmente préximos ao espacamento iterlamelar, estes
defeitos tenderao a ser contabilizados como poros, e isto explica a representacao de poros
na regiao densa das amostras na Figura 4.15. Portanto, a representacao de poros na regiao
densa nao ¢ fiel com relagao ao observado nas Figuras 4.8 e 4.13. Além disso, é importante
notar que os poros representados tem formato esférico e se conectam por canais cilindricos,
e esta ¢ uma representacao puramente matematica, baseada no volume interno dos poros
e area superficial interna dos canais. Na realidade, os poros possuem geometria de folhas
com estricgdes que podem ou nao se fechar, porém apresentam os mesmos volume e area

superficial das esferas e cilindros representados pelo Avizo 3D.
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(g) 100BT. (h) 100BT.

Figura 4.15 — Modelagem de rede de poros com e sem a visualizagdo de canais de conexao
entre poros, para as amostras modificadas apenas com titanato de bario.
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De maneira a obter maiores esclarecimentos acerca das propriedades dos scaffolds
modificados e nao modificados produzidos, os ensaios de compressao mecanica foram de

grande importancia.

Ao observar os diagramas de Tensdo VS Deformacao para amostras HPA+BT,
bem como para a amostra HPA 40%, na Figura 4.16, é possivel notar uma diferenca no
comportamento das curvas. Por um lado, a amostra HPA 40% apresentou um grafico mais
ruidoso, com maior variacao na tensao para valores crescentes de deformagao. Por outro
lado, a amostra 025BT apresentou um diagrama mais bem definido. Este comportamento
relaciona-se com diversos fatores, como a presenca de defeitos (aglomerados, trincas e

bolhas), composicao de fases e condi¢ao de preparo para andlise.
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Figura 4.16 — Diagramas de tensao deformacao das amostras mais interessantes: (a) a
amostra de controle HPA 40%, (b) a amostra com maior resisténcia a
compressao, 025BT.

A Figura 4.17 apresenta os valores médios de tensao de ruptura para amostras dos
lotes HPA 40% e HPA+BT. Pela Figura 4.17, é possivel notar que os primeiros dois lotes,
referentes as amostras HPA 40% e 025BT, apresentaram os maiores valores de desvio
padrao, evidenciando possiveis defeitos de fabricacao presentes nos scaffolds. Ademais,
apesar de serem os lotes mais heterogéneos, tanto a HPA 40% como o 025BT demonstraram
as maiores capacidades de suportar compressao. A amostra de maior resisténcia foi do
tipo 025BT, que resistiu mais de 7,1 MPa (representada pela barra vertical superior). Por
outro lado, nota-se que a pior amostra (representada pela barra vertical inferior a caixa)
deste lote apresentou resisténcia de apenas um pouco mais que 0,5 MPa, reiterando-se a

questao da elevada heterogeneidade deste lote.

Sugere-se que o desvio padrao da amostra 025BT apresentou valor elevado como
consequéncia do surgimento de aglomerados de a-TCP e h-OCP nos mondlitos deste
lote, como ilustrado na Figura 4.8. Esses aglomerados de maior densidade podem ter
sido responsaveis por maior concentracao de tensoes durante as analises de compressao.
Para amostras com aglomerados menores e com melhor distribuicao, observou-se maiores

tensoes de resisténcia a compressao. Por outro lado, aqueles com trincas prévias causadas
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Figura 4.17 — Grafico de caixas para resisténcia a compressao dos lotes produzidos, em
que a tensao média de cada lote esta representada acima da linha média
de cada caixa. As linhas verticais marcam os valores maximo e minimo de
cada tensao, enquanto o comprimento das caixas sao referentes ao desvio
padrao de cada lote de amostras.

por aglomerados menos homogéneos apresentaram menor resisténcia a compressao. Como
o processo de formagao de aglomerados é cadtico e sem tendéncia aparente, um grande

desvio padrao surge como consequéncia.

Todavia, pode-se argumentar que, como o titanato promove uma maior estabilizacao
da hidroxiapatita, os locais com aglomerados de a-TCP e h-OCP sao regides com auséncia
de titanato de bario. Isso sugere que algumas amostras do lote 025BT tiveram uma melhor
dispersao pela regiao lamelar do que outras. Isso pode ser observado, também, pela reducao
da porosidade em funcao do aumento de titanato até 0,50 wt.% de BT, conforme ilustram
as Figuras 4.18 e 4.19. A amostra 050BT, apesar de apresentar a menor porosidade e
baixo tamanho de cristalito, foi a que apresentou maior manutencao de h-HPA. Além
disso, a amostra 050BT apresentou menor resisténcia mecanica, como consequéncia de
uma estrutura defeituosa. Esses defeitos podem surgir de interacoes entre o titanato de
bario, o DMSO, o PVA e a hidroxiapatita durante os processos de moagem, congelamento

e liofilizagao, permitindo o surgimento de bolhas e trincas na regiao lamelar.

Uma vez saturado na regiao de poros alinhados, o titanato tende a se alojar na

regiao mais inferior do scaffold, como ilustram as Figuras 4.10, 4.11, 4.18 e 4.19. Isso
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promove uma menor densificacdo da regiao lamelar, refletindo em uma maior porosidade e

menor resisténcia mecanica.
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Figura 4.18 — Correlagao entre o percentual de hidroxiapatita, tamanho de cristalito da
hidroxiapatita e tensao de resisténcia a compressao para as amostras HPA
40%, 025BT, 050BT, 075BT e 100BT.

Entao, é possivel concluir que entre 0,50 e 0,75 wt.% de BaTiO3 na suspensao
precursora de freeze-casting, ha a ultrapassagem do limite de solubilidade do titanato
na suspensao, que provoca a precipitagdo do mesmo. Este fato contribui também para a
hipétese de que ha ligagoes entre o titanato de bario e a hidroxiapatita antes mesmo do
congelamento da suspensao. Tais interagoes potencialmente tem origem durante o processo

de moagem da suspensao precursora (ZHANG et al., 2014).

A Figura 4.19 apresenta o diagrama de correlagao entre porosidade, resisténcia
mecanica e quantidade de titanato de béario para os lotes HPA 40% e modificados com

titanato.
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Figura 4.19 — Graficos de correlagao entre porosidade, resisténcia mecénica e composigao
das amostras HPA 40%, 025BT, 050BT, 075BT e 100BT.

Donde segue que, com o aumento do titanato de bario partindo-se de 0,75 wt.%, ¢é
possivel observar uma recuperacao na porosidade, de 39,5 para 47,7%. Simultaneamente,
a resisténcia a compressao aumenta para 1,66 MPa e decai novamente para 1,46 MPa na
amostra 100BT. O fato de a resisténcia a compressao decair uma tltima vez (entre a 075BT
e a 100BT) é consequéncia direta do aumento da porosidade dos scaffolds, podendo estar

relacionado também com o surgimento de defeitos provenientes de aglomerados menos
homogéneos de titanato de bario, a-TCP e h-OCP (ZHANG et al., 2019).

4.2 Amostras BT /Zn/HPA

4.2.1 Caracterizacdes Fisico-Quimicas

Para as amostras modificadas com zinco metélico e titanato, foram observadas
as formagoes de fases diferentes daquelas formadas nas amostras HPA+BT. Duas fases
identificadas em todas as amostras foram o 6xido de zinco na fase ZnO hexagonal, cujo
cddigo PDF ¢é 04-003-2106, evidente pelos picos caracteristicos em 34,4, 36,2, 47,5 e 56,6°,
e a fase de hidroxiapatita hexagonal dopada com zinco, cédigo ICSD 183743. Acerca desta
ultima fase, os picos caracteristicos estao dispostos em 25,7, 31,8, 32,1, 32,9, 39,8, 46,6
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e 49,3°. A Figura 4.20 representa as fases principais encontradas em tais amostras. E
importante ressaltar que as amostras de 5Zn+059BT e 10Zn+075BT mostraram a presenca
de a-TCP, tal qual as amostras HPA 40% e HPA+BT.

Comparando-se a amostra HPA 40% com as demais amostras do tipo BT /Zn/HPA,
é possivel perceber que ha uma visivel diferenca tanto na intensidade dos picos como
no FWHM, podendo caracterizar um indicativo de maior cristalinidade por parte das
amostras BT /Zn/HPA. Além disso, os difratogramas com aspecto mais "limpo'se deve ao
fato de as fases a-TCP e OCP apresentarem varios pequenos picos ao longo do intervalo

avaliado. Com isso, pode-se concluir que as amostras HPA+BT apresentaram uma maior

cristalinidade.
W o-TCP (ICSD 923) ——07n1008T
M h-ZnO (PDF 04-003-2106) —— 10Zn+075BT
® h-Zn/HPA (ICSD 83743) :;gﬁz:gg‘f
° —— 5Zn075BT
—— 5Zn+050BT
—— HPA 40%

Intensidade (u.a.)

26 (°)

Figura 4.20 — Difratogramas das amostras com 5 e 10 wr.% de Zn e variados contetdos de

BaTiOg.

Diante da Tabela 4, nota-se que apenas as amostras 5Zn+050BT e 10Zn+075BT
apresentaram formagao de a-TCP, e em baixas concentragoes quando comparadas com a
HPA 40% e as demais amostras HPA+BT. Em compensacao, formou-se 6xido de zinco em
todas as amostras contendo zinco metédlico na suspensao precursora, bem como a fase de
hidroxiapatita dopada com zinco. A fase Zn/HPA pode ser uma fase de relativa dificuldade
de obtencao, dependendo do método de fabricacao (LI et al., 2008), mas mostrou-se efetiva

e relativamente simples por meio do moinho de bolas.
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Parametros de Rede

Tamanho de Cristalito

Amostra | Composicao Refinada (nm) (nm) )
76% m-alpha-TCP a = 0,943
HPA 40% 19% h-OCP ¢ = 0,694 70,7 1,89
5% h-HPA (h-HPA)
85% h-Zn/HPA a = 0,937
5Zn+05BT 4% h-ZnO ¢ = 0,688 70,7 1,61
11% m-alpha-TCP (h-Zn/HPA)
a = 0,041
57n+075BT %Ofo/h'hz_% %PA ¢ = 0,691 70,7 1,64
0 (h-Zn/HPA)
a = 0,041
5Zn+100BT 98?(;'}12_% %PA ¢ = 0,601 70,7 1,80
(h-Zn/HPA)
a = 0,937
10Zn+05BT 90178;2'52/ fg A ¢ = 0,688 47,1 2,00
(h-Zn/HPA)
86% h-Zn/IIPA a = 0,041
10Zn+075BT 7% m-alpha-TCP ¢ = 0,690 60,7 1,83
6% h-ZnO (h-Zn/HPA)
a = 0,940
10Zn+100BT 90%%‘%?2/55 A ¢ = 0,691 60,7 2.32
(h-Zn/HPA)

Tabela 4 — Tabela contendo detalhes dos resultados mais importantes obtidos através da
técnica de refinamento de Rietveld para os sistemas com 5% Zn e 10% Zn.

Pela Tabela 4, é possivel notar que em relacao a hidroxiapatita hexagonal dopada
com zinco, a formacao percentual desta fase variou de 85 a 96% nas amostras 5Zn+050BT
e 5Zn+0750BT, respectivamente. Ao passo que o ¢xido de zinco manteve-se em 4% para as
amostras com 5Zn+050BT e 5Zn+075BT, houve reducao para 2% na amostra 5Zn100BT.
Ademais, nas amostras com 10 wt.% Zn, observou-se uma maior formacao de h-ZnO, de
10% para 10Zn+050BT e 10Zn+100BT, e redugao para 7% na amostra 10Zn+075BTBT.
Neste aspecto, o espécime 5Zn+100BT foi a que apresentou maior quantidade formada da
fase Zn/HPA, tendo apenas 2% de fase secundéria (h-ZnO). Por fim, apenas as amostras
5Zn+050BT e 10Zn+075BT apresentaram um percentual de a-TCP, nos valores de 11% e
6%, mostrando uma significativa reducao na formacgao dessa fase em comparacio com a
HPA 40% e todas do tipo HPA+BT.

O fato de apenas duas amostras apresentarem a formagao de trifosfato de célcio pode
estar relacionado com a distribui¢ao de 6xido de zinco nos scaffolds, dai o aparecimento
dessa fase apenas na 5Zn+05BT, e nao na 10Zn+05BT. Com uma distribuicdo nao
uniforme de zinco metalico no corpo verde, é possivel que regides pobres em Zn para
dopagem surjam, e nessas regioes deve-se observar o processo usual de transformagao da

hidroxiapatita em trifosfato de calcio, conforme supracitado.

Provavelmente existem flutuagoes de quantidade de ZnO nos mondlitos com 10
wt.% de zinco metdlico, visto que essas amostras apresentaram os maiores valores de 2.

Ademais, é visivel pelos resultados de DRX (Figura 4.20 e Tabela 4) que o aumento da
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quantidade de BT promove um aumento na formacao da fase de Zn/HPA nas amostras
com b5 wt.% Zn. Isto sugere uma maior estabilizacao dessa fase por parte do titanato de
bario, de acordo com o que fora observado e discutido para os espécimes do tipo HPA+BT
(Figura 4.1 e Tabela 2). Os mecanismos sao potencialmente iguais tanto para os sistemas
HPA+BT quanto para o Zn+BT, e potencialmente tem relacdo com a area superficial
de BET do BaTiOj3. Por outro lado, com o aumento significativo de zinco metéalico na
suspensao precursora, nao hé aumento da quantidade de Zn/HPA formada, em consonancia
com a Tabela 4, por conta de uma menor estabilizacao promovida pelo BT na presenca
de 10 wt.% de Zn. Isto pode ser constatado ao averiguar igual formacao de fases entre
espécimes 10Zn+05BT e 10Zn+100BT na Tabela 4.

No tangente aos tamanhos de cristalito presentes na Tabela 4, foi possivel observar
um comportamento diferente do esperado, uma vez que todas as amostras de 5% Zn
apresentaram o mesmo tamanho de cristalito, d = 70,7 nm, que corresponde também ao
valor da amostra de referéncia (HPA 40%). Por outro lado, dos sistemas com 10% Zn, um
apresentou uma redugao expressiva, cujo menor valor fora de 47,1 nm (10Zn+050BT),
enquanto os outros dois assumiram o valor de 60,7 nm. Tais tamanhos de cristalito foram

calculados levando-se em consideracao possiveis deslocamentos instrumentais.

A adigao de 5% de zinco nao modificou o tamanho de cristalito de Zn/HPA em
relagdo & HPA 40%. Como sugerido, a fase Zn/HPA pode ser mais estével termicamente
como um todo, dai a menor quantidade de a-TCP formada. Sendo assim, ha também
maior facilidade de nucleacdo, o que promove um direcionamento energético contra o
crescimento dos cristais de Zn/HPA (TANK et al., 2011; DING et al., 2018). Ademais, a
adigdo de 10 wt.% de zinco metélico provocou uma maior concentracao de éxido de zinco,
e consequentemente o 6xido de zinco pode ter atuado como redutor de energia livre de
superficie, dai facilita-se a nucleacdo em detrimento do crescimento de cristalito. Dessa
maneira, o 6xido de zinco s6 promove esse fendmeno em maiores quantidades, portanto
maiores concentracoes de zinco metalico sao necessarias nas suspensoes precursoras para

que se obtenha este efeito, similar aquele observado na presenca apenas de BaTiOs.

Referente aos pardmetros de rede das fases HPA e Zn/HPA, na Tabela 4, nos
espécimes contendo zinco e titanato, observou-se uma pequena mudanca em ambos
os parametros "a'"e "c¢". De acordo com os dados apresentado nesta Tabela, o parametro
'a"variou de 0,937 nm para a 5Zn+050BT até 0,941 nm para a 5Zn+075BT e a 5Zn+100BT.
Relativo ao parametro "c", este variou de 0,688 a 0,691 nm nas amostras 5Zn+050BT
a 5Zn+100BT respectivamente. Para as amostras 10Zn, os valores de "a'"foram de 0,937
nm no espécime 10Zn+050BT a 941 nm na amostra 10Zn+075BT. J4 o parametro "c"foi
de 0,688 nm na 10Zn+050BT a 0,691 nm na 10Zn+100BT. Dessa forma, é visivel que
a substituicdo do zinco promoveu uma redugao nos parametros de rede, que é uma
evidéncia da dopagem de Zn?* por meio da substituicao do célcio. Mais especificamente, a
substituicdo ocorre potencialmente no sitio Ca2 em detrimento do sitio Cal, aproximando-

se os grupos hidroxila (TANG et al., 2009; GOMES et al., 2011), conforme o observado no
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FTIR das amostras na Figura 4.21.

O mecanismo de incorporacao do zinco a estrutura da hidroxiapatita é bastante
interessante, podendo este atomo ser adsorvido pela superficie da hidroxiapatita ou
realizar uma substituicio em um dos dois sitios cristalograficos do Ca?t (GOMES et al.,
2011). Porém, o zinco preferencialmente promove substituigoes de cédlcio na estrutura da
h-HPA(MATSUNAGA et al., 2010), conforme mencionado.

Para enfatizar a discussao acerca de propriedades biologicas das fases encontradas, é
importante destacar que a fase Zn/HPA apresenta vantagens em aplicagoes na Engenharia
de Tecido Osseo (OFUDJE et al., 2019), uma vez que ha evidéncias que comprovam o
aumento da contagem celular mesenquimal in vitro e in vivo em testes realizados (LI; SHI;

LI, 2017), bem como propriedades antibacterianas e auséncia de citotoxicidade em relagao
ao hospedeiro (SIRAJUNISHA; SAKTHIVEL; BALAKRISHNAN, 2021).

A Figura 4.21 apresenta os espectros FTIR para as amostras com 5 e 10 wt.% de
Zn. Como as principais bandas referentes ao grupo fosfato foram mostradas na Figura 4.2,
apenas as mudancas foram ressaltadas na Figura 4.21. As bandas em 729 e 813 cm™! sdo
referentes as ligagoes do tipo Zn-OH (TANK et al., 2011). Essas ligagoes ocorrem uma vez
que o Zn** substitui o Ca?* em seu sitio cationico. A reducio do raio idnico provocada por
essa substituicdo é compensada por fons OH™ ou HPO?™, daf o surgimento das interacoes
Zn-OH (ELLIOTT, 1969). Além disso, uma mudanga no modo de vibragao nas bandas

553 e 633 cm ™! foi observada, condensando-se trés bandas (HPA) em apenas duas.
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Figura 4.21 — FTIR das amostras modificadas com 5% e 10% de Zn e variadas concentra-
¢oes de BaTiOs.

O fato de praticamente nao haver a presenca de a-TCP e a auséncia de h-OCP
evidenciam que o mecanismo de substituicdo de Ca?* por Zn?*, que provoca a formacao
de grupos do tipo Zn-OH e Zn-HPO?™, prevenindo a transformacao da hidroxiapatita em
a-TCP e/ou h-OCP (TANK et al., 2011; ELLIOTT, 1969). Comparativamente, o titanato
de bario promove uma maior manutencao da fase h-HPA, porém o a-TCP mantém-se

majoritario nas amostras apenas com titanato.

Nao foi possivel calcular a drea superficial especifica do ZnO por BET, levando
a crer que sua area superficial seja muito inferior ao valor de 31,98 m?/g obtido para o
BaTiO3 por BET. Lancou-se mao, entao, do modelo de DF'T, que foi o mesmo daquele
empregado para o titanato de bario. Os resultados encontram-se ilustrados pela Figura
4.22. Para o ¢xido de zinco, diferentemente da abordagem de BET, foi possivel estimar
a area superficial especifica de 0,20 m?/g, com tamanho médio de poro de 12,55 nm e
erro de ajuste de apenas 2,90%. Dali, conclui-se que o mecanismo de reducao de tamanho
de cristalito na HPA pelo ZnO ocorre a partir de concentracoes de 10 wt.% de Zn na
suspensao precursora, que por consequéncia forma uma maior quantidade de ZnO. Como a
area superficial do BaTiO3 é bem maior do que a do ZnO, entao é natural que se necessite

de menos titanato do que ZnO para que ocorram interagoes de superficie BaTiO3-HPA
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semelhantes aquelas em ZnO-HPA.
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Figura 4.22 — Diagrama da distribuicao de tamanho de poro por NLDFT da amostras de
ZnQO puro.

Finalmente, conclui-se que a contragao promovida pelo zinco nos parametros de
rede da hidroxiapatita podem levar a uma maior dificuldade de interacao da Zn/HPA com
o titanato de bario, ao passo em que a baixa drea superficial do ZnO nao promove reducao
significativa na energia de nucleacao quando em concentracao de 5 wt.%. A dificuldade
na interagao da Zn/HPA com o titanato de bario se relaciona com a aproximagao dos
grupos hidroxila, que ¢ consequéncia da introducio do Zn?* na rede da HPA, conforme
previamente mencionado (TANG et al., 2009). Consequentemente, hd um aumento na

intensidade do dipolo elétrico necessario para a interacao das duas espécies.

4.2.2 Caracterizacao Morfo-Mecanica

Assim como o procedimento abordado para amostras HPA 40% e HPA+BT, as
amostras BT /Zn/HPA terdo suas caracteristicas morfo-mecénicas avaliadas, inicialmente,
pelos resultados de porosidade e tamanho médio de poros. Por meio dos resultados de
u-CT, expostos na Tabela 5, dentre as amostras com 5 wt.% de Zn, aquela com maior
porosidade e simultaneamente menor tamanho médio de poro fora a 5Zn+050BT. Esta
amostra, conforme a Tabela 5, exibiu 43,3% de porosidade e tamanho médio de poro de
152,2 pm. Por outro lado, ainda pela Tabela 5, as amostras 5Zn+075BT e 5Zn+100BT

apresentaram porosidade, ambas proximas a 36%, e tamanho médio de poros de 160,7 e
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155,6 pm, respectivamente. Dentre as amostras com 10 wt.% de Zn, o tamanho de poros
foi de 160,8, 152,2 e 127,8 um, respectivamente. A porosidade variou de 34,1% na amostra
10Zn+05BT, a menor porosidade dentre todos os 13 lotes fabricados, até 42,3% na amostra
10Zn+75BT, enquanto a porosidade da amostra 10Zn+100BT fora de 39,8%.

Porosidade | Tamanho Médio de Poro

Amostra

(%) (pm)

HPA 40% 47,8 142.3
5Zn—+050BT 43,3 152,2
5Zn—+075BT 35,7 160,7
5Zn+100BT 36,1 155,6
10Zn+05BT 34,1 160,8
10Zn+075BT 42,3 152,1
10Zn+100BT 38,9 157.8

Tabela 5 — Porosidades percentuais aproximadas e tamanho médio de poro para as amostras
de 5 e 10% Zn.

Ainda avaliando-se a Tabela 5, nota-se que, para 5 wt.% de zinco, o titanato
promove uma reducao de porosidade em comparagiao com a amostra HPA 40%, assim como
o que fora observado para as amostras sem Zn. Novamente, observam-se mudancas de
comportamento na porosidade e no tamanho de poro entre a 5Zn+050BT e a 5Zn+075BT,
e entre a 5Zn+075BT e a 5Zn+100BT. A redugdo na porosidade e o aumento do tamanho
médio de poro é explicado, conforme supracitado, por meio da saturacdo do titanato
de bério em concentragoes de 0,75 wt.% e o inicio de um novo comportamento para as
amostras em 1,00 wt.%. Neste caso, porém, o tamanho de cristalito se mantém igual
ao da amostra HPA 40%, sugerindo que o 6xido de zinco formado com 5 wt.% de Zn
possa ter influenciado na nucleagao e crescimento de graos, e nao dos cristalitos. Essa
evidéncia corrobora com a ideia de que, em determinadas proporc¢oes de ZnO para BT,
pode haver anulamento mutuo do efeito de reducao de cristalito. Isso explica também
a reducao no tamanho de cristalito dos sistemas 10Zn, cujo mecanismo preferencial de
reducao de cristalito é promovido pelo ZnO. Ressalta-se que a dindmica de nucleacao e

crescimento de graos relaciona-se com a dinamica de nucleacao e crescimento de cristalitos.

As distribui¢ées de tamanho de poro para todas as amostras contendo zinco e
titanato de bario podem ser observadas na Figura 4.23. As analises que serao extraidas

sao analogas aquelas obtidas para sistemas de HPA e HPA+BT.
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Figura 4.23 — Distribuigdo de tamanho de poro para as amostras com (a) 5 wt.% de Zn e
(b) 10 wt.%.

Tal qual o observado para amostras HPA 40% e HPA+BT, a distribui¢ao de
tamanho de poros apresenta uma gama de valores, o que é interessante para aplicagoes
em regeneracgao de tecido ésseo. Isso decorre do fato de ossos de mamiferos apresentarem
distribuicao de poros ampla, permitindo o crescimento de estruturas condronais em poros

de 20 a 80 pum, estruturas 6sseas em poros de 80 a 200 um e tecido vascular acima de 200
pm (YAO et al., 2021).

Para maiores elucidagoes morfo-mecanicas, é necessario avaliar a formacao de
trincas e aglomerados nos lotes 5Zn e 10Zn. Primeiramente, os cortes transversais das

regioes lamelares das amostras 5Zn serao apresentados, conforme a Figura 4.24.

Obsevando-se a Figura 4.24, nota-se que a menor quantidade de trincas ¢ vista
nao sistema 5Zn+100BT, seguido por 5Zn+050BT. A amostra com pior performance fora,
em termos de trincas, a 5Zn+075BT, e essa tendéncia pode ser observada nos sistemas
HPA-+BT, nas Figuras 4.10 e 4.11. Entretanto, com a adi¢ao de 5 wt.% de zinco, foi
possivel observar um aumento das trincas no volume da regiao lamelar da 5Zn+075BT,
conforme visivel na Figura 4.24. Todavia, essas trincas aparentam ser menos numerosas do
que aquelas formadas na 5Zn+050BT. Esse comportamento pode sugerir dois fenémenos
distintos: uma maior solubiliza¢ao do titanato de bario na suspensao precursora modificada
com Zn (o que sugere também que a dopagem com Zn pode ocorrer ainda no processo de
moagem durante o preparo); ou pode sugerir que a densidade da suspensdo precursora
aumentou com a formagao da fase Zn/HPA e assim uma maior quantidade de titanato

pode ser dispersa na regiao lamelar antes que se observe uma precipitacao consideravel.
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Decerto, visto que as hidroxilas da fase HPA tendem a se aproximar com as
substituigoes de zinco (TANG et al., 2009; GOMES et al., 2011), é mais provavel que a
explicacao do aumento da densidade seja mais fiel a realidade. Tal hipdtese também tem
como fundamentacao a redugao nos parametros de rede proporcionados pela substituicao
de Ca?T por Zn?", além de promover um aumento na massa atomica total da célula
unitaria. Uma maior massa atomica total de uma célula unitaria provoca uma maior massa
especifica do material (CALLISTER, 2019). H4 também a reducao no volume da célula
unitaria, como reflexo das contracoes dos parametros de rede dispostos na Tabela 4. A
reducao do volume da célula unitaria também provoca aumento na massa especifica do

material.

Ao prosseguirmos para as amostras do sistema 10Zn, como ilustra a Figura 4.25,
é possivel ver que, diferentemente do observado no sistema 5Zn, a amostra com menor
quantidade e tamanho de trincas fora a 10Zn+075BT. Denotando-se que o efeito do titanato
de bario previamente discutido é reduzido quando se dobra de 5 para 10 o percentual em
massa de Zn na suspensao precursora. Isso pode ter ocorrido, tanto nas amostras 57Zn como
10Zn, devido ao fato de que o PVA liga-se a hidroxiapatita através dos grupos hidroxila
de ambos os materiais (SHALYGINA et al., 2024). Entao, a aproximacgao das hidroxilas
da fase Zn/HPA reduz a interagao entre esta fase e o PVA, o que fragiliza o corpo verde
durante a liofilizacdo. Uma vez mais, assim como o observado para os espécimes dos lotes
HPA+BT, trincas de liofilizacado resultam na morfologia observada nas Figuras 4.24 e
4.25. Dali, diferentes formas de aumentar a interagao entre o PVA e a Zn/HPA devem ser

buscadas para maiores investigacoes acerca de propriedades morfo-mecanicas.
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(a) Amostra 5Zn-+050BT.

(b) Amostra 5Zn+075BT.

(¢) Amostra 5Zn+100BT.

Figura 4.24 — Corte transversal da segdo lamelar das amostras (a) 5Zn+050BT, (b)
5Zn+075BT e (c) 5Zn+100BT.
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(b) Amostra 10Zn+075BT. (¢) Amostra 10Zn+100BT.

Figura 4.25 — Corte transversal da se¢ao lamelar das amostras (a) 10Zn+050BT, (b)
10Zn+075BT e (c) 10Zn+100BT.

Para avaliar a influéncia da adi¢ao de zinco metalico na formagao de aglomerados,
a Figura 4.26 representa as amostras 5Zn+075BT e 10Zn+075BT. E visivel hd maior
formagao de aglomerados naquela com 10 wt.% de zinco, evidéncia que corrobora na
identificacao de fases feita por DRX, ja que o 6xido de zinco é mais denso do que as
demais fases de fosfato de calcio formadas. De fato, ha a presenca de titanato de bario nos

aglomerados, mas que mantém-se igual em ambas as amostras.
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(b) Amostra 10Zn+075BT.
Figura 4.26 — Comparagdo de aglomerados nas amostras (a) 5Zn+075BT e (b)
10Zn+100BT em corte longitudinal.

Ainda sobre a Figura 4.14, é possivel notar que, assim como observou-se para todas
as outras amostras (Figuras 4.15, 4.27 e 4.28), hd uma grande conectividade entre os
poros. Também é visivel um alinhamento longitudinal de porosidade, caracteristico do
crescimento lamelar. Algumas amostras sao consistentes com a morfologia de bolhas e

trincas no plano transversal mediano, como é o caso da BT075 e da BT100 (Figuras 4.15
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(e) a 4.15 (h)), e em consonincia com o que se observou nas Figuras 4.26 (a) e (b). E
possivel reparar em alguns casos, como para a HPA 40%, 10Zn+050BT e a 10Zn+100BT
(Figuras 4.14 (a) e (b) e Figuras 4.28 (a), (b), (e) e (f)), que ha a presenca de defeitos na
regiao inferior dos sub-volumes em analise. Sabendo-se que os sub-volumes foram extraidos
do centro da amostra, do topo a base, na mesma orientagao em que o modelo dos monolitos

se encontrava, pode-se inferir que esses defeitos pertencem a regiao densa das mesmas.

Dessarte, as Figuras 4.26 (a) e (b) também ajuda a elucidar a representacao do
PNM de poros na regiao densa dos monélitos 10Zn+050BT, 10Zn+075BT e 10Zn+100BT.
Conforme previamente mencionado, esses defeitos surgem da mudanca da interagdo com
o PVA promovida pelo zinco na estrutura da HPA, que afeta a estrutura obtida apods a
liofilizacao, gerando trincas e bolhas. Estes defeitos, quando possuem ordem de grandeza
similar ao espagamento interlamelar pode ser contabilizado como um poro efetivo na
modelagem de rede de poros, dai surge a representagao de poros em regiao nao porosa.

Claramente, alguns desses defeitos podem ser observados nas Figuras 4.24 e 4.25.
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(c) 5Zn+075BT.

(e) 5Zn+100BT. (f) 5Zn-+100BT.

Figura 4.27 — Modelagem de rede de poros com e sem a visualizacao de canais de conexao
entre poros, para as amostras modificadas com 5% zinco metalico e titanato
de bério.
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(a) 10Zn-+050BT.

(c) 10Zn+075BT.

(e) 10Zn+100BT. (f) 10Zn+100BT.

Figura 4.28 — Modelagem de rede de poros com e sem a visualiza¢ao de canais de conexao
entre poros, para as amostras modificadas com 10% zinco metdlico e titanato
de bario.

Em seguida, para compreender a influéncia do zinco nas amostras de HPA+BT, faz-
se necessario avaliar o comportamento sob compressao mecéanica das amostras BT /Zn/HPA.
A Figura 4.29 mostra dois exemplos de curvas Tensao VS Deformacao, no caso, para a
10Zn+-075BT e a 10Zn+100BT. Neste exemplo, é interessante observar que o comporta-
mento das amostras muda sob compressao, o que pode ser um indicativo de alteragoes
estruturais promovidas pelo aumento de titanato de 0,75 para 1,00 wt.% com zinco a 10
wt.%. Os espécimes 10Zn+075BT apresentaram menor formagao da fase Zn/HPA, apresen-

tando também um percentual de a-TCP. Por outro lado, o espécime do lote 10Zn+100BT
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mostrou maior percentual de Zn/HPA e ZnO.

1 [——10zn+075BT

Tensao (MPa)

08
0,6
04

0,2

0,0 ) T T T 7 T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Deformagao (-)

(a) Amostra do lote 10Zn+075BT.

1,0 5
{ [/ 10Zn+100BT

0,94
0,8—-
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0,6—-
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0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,006 0,006 0,007
Deformacgéo (-)

(b) Amostra do lote 10Zn+100BT.

Figura 4.29 — Diagramas de Tensao VS Deformagao das amostras (a) 10Zn+075BT e (b)
10Zn+100BT.

Uma possivel explicacido para a diferenca na resisténcia mecénica reside na morfo-
logia dessas amostras, conforme explicitado na Figura 4.25. A maior presenca de trincas
reduz a tensao de resisténcia a compressao. Para maiores fins comparativos, a Figura
4.30 apresenta os valores médios de tensao de ruptura para amostras dos diversos lotes
produzidos. Nesta imagem verifica-se que nao ha diferenca significativa de resisténcia a
compressao entre 10Zn+050BT, 10Zn+075BT e 10Zn+100BT. Isso leva a crer que as

diferencgas observadas nos diagramas de Tensao VS Deformacao se devem a discrepancias
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de fabricacao entre os corpos de prova de um mesmo lote, ja que nao houve mudanca na
resisténcia de compressao com o aumento da concentragao de BT nos sistemas do tipo
10Zn.

I HPA 40%

[ HPA 025BT
[_|HPA 050BT
HPA 075BT
HPA 100BT
5Zn+050BT
5Zn+075BT

[ 52n+100BT
[ 110zn+050BT
I 10zn+75BT
I 10Zn+100BT

()]

w

N

Tensao de Ruptura (MPa)
N

0,76

0

Figura 4.30 — Grafico de caixas para resisténcia a compressao dos lotes produzidos, em
que a tensao média de cada lote esta representada acima da linha média
de cada caixa. As linhas verticais marcam os valores maximo e minimo de
cada tensdo, enquanto o comprimento das caixas sao referentes ao desvio
padrao de cada lote de amostras.

Por outro lado, ao adicionar-se 5 wt.% Zn nas suspensoes com 0,50 wt.% BaTiOs,
observou-se uma reducao consideravel na resisténcia a compressao em comparagao com a
050BT. Isso pode ser explicado pelo fato de defeitos maiores e mais numerosos surgirem
mais frequentemente neste tipo de lote do que nas amostras do lote 050BT. Possivelmente,
esses defeitos sao consequéncia de uma menor homogeneidade do titanato ou devido as
interagoes reduzidas com o PVA (SHALYGINA et al., 2024).

Com o aumento da adicao de BT para 0,75 wt.% nos sistemas de 5Zn, observa-se
um aumento de 0,76 MPa para 1,49 MPa, possivelmente como consequéncia de uma maior
homogeneidade estrutural promovida pelo titanato. Entretanto, a concentracao ainda nao
¢ alta o suficiente para reduzir consideravelmente o desvio padrao, fazendo com que surjam
amostras com resisténcias consideravelmente menores e consideravelmente maiores. Dali,
ao aumentar novamente o BaTiO3 para 1,00 wt.% percebe-se uma reducao na tensao
média de resisténcia a compressao, ao passo em que diminui-se o desvio padrao. Nesse
caso, como nao hé uma variagao consideravel na formacao de fases, a reducao da tensao

média de compressao reduz como em consequéncia da maior concentracao de titanato na
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regiao densa da amostra. A deficiéncia de titanato na regiao lamelar promove uma menor

densificagao dessa regiao, e consequentemente menor resisténcia mecanica.

Ha evidéncias de que a composicao ZnO+HPA pode formar um material resultante
com maior resisténcia a compressao e maior dureza, para o caso de nanoparticulas de
ZnO (HEIDARI et al., 2020), entretanto, a observagao de uma redugao significativa da
resisténcia a compressao nos lotes contendo 5 e 10 wt.% de zinco indicam duas possibilidades:
a interagdo precaria entre PVA e Zn/HPA na suspensdo precursora provocou defeitos
estruturalmente comprometedores; O comportamento do material sélido difere daquele
observado em nanoparticulas por Heidari (HEIDARI et al., 2020).

De fato, a tensao de compressao é dependente da forca aplicada e da drea na qual
aplica-se a forca. Dali, algumas explicagdes podem surgir para a variabilidade das amostras
dentro dos lotes, como a qualidade do lixamento em termos de planicidade, variagoes no
diametro dos mondlitos e defeitos de fabricagao. Foi observado que, de forma geral, as
amostras com 10 wt.% de zinco apresentaram uma estreita variacdo de didmetro, de forma
que a maioria dos monolitos medidos apresentaram cerca de 12,3 mm, em comparagao com
o lote HPA 40%, cujos didmetros variaram entre 11 e 14 mm. Esse fendmeno evidéncia que
h& uma maior confiabilidade em termos estatisticos nos lotes do tipo 10Zn. Observou-se
também que monodlitos com 10 wt.% de Zn apresentaram aspecto mais homogéneo em

relacdo aos demais lotes produzidos.

Para maior compreender a correlacao entre propriedades nas amostras fabricadas,
a Figura 4.31 apresenta os diagramas de correlagdo entre porosidade, resisténcia mecanica,
tamanho médio de poro e percentual de Zn/HPA formada. E interessante ressaltar que,
apesar de a literatura mostrar que tanto o titanato quanto o ZnO promovem redugao de
tamanho de cristalito (TANK et al., 2011; JTAO et al., 2020), as amostras 5Zn apresentaram
mesmo tamanho de cristalito que a HPA 40%, que fora explicado como um mecanismo
mutuamente excludente quando se misturam ambos Zn e BaTiO3 em determinadas
concentracoes, conforme previamente abordado. Ademais, a correlagao entre porosidade
e resisténcia mecanica aparenta ter um comportamento inversamente proporcional, em
acordo com a expectativa. O comportamento do tamanho de poro é dependente da
homogeneidade do BaTiO3 e do ZnO na estrutura dos scaffolds produzidos, que também
relaciona-se com a densidade da suspensao precursora, consonante com o prévio exposto

neste trabalho.
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5 Conclusoes

Diante dos resultados expostos e das discussoes propostas no Capitulo 4, é possivel
extrair algumas conclusoes para o presente trabalho desenvolvido. Primordialmente, frisa-se
que monolitos de hidroxiapatita foram fabricados. Do ponto de vista do custo-beneficio, as
amostras contendo uma carga de hidroxiapatita de 40% de volume em relagido ao volume
total da suspensao precursora demonstrou-se a melhor opg¢ao, visto que a porosidade
manteve-se adequada para aplicacoes de regeneracao de tecido 6sseo, com um valor médio
de 47%, tamanho de poro de 142,3 um e resisténcia a compressao de 3,19 MPa. Nao foram
identificadas fases potencialmente prejudiciais ou inertes na fabricagao dessas amostras
por freeze-casting, sendo assim, dados os devidos estudos biologicos, este pode configurar

um material passivel de protagonizar a fabricacdo enxertos dsseos.

Além da avaliagdo da melhor carga de hidroxiapatita nos mondlitos puros, foi
possivel avaliar também a fabricagdo de mondlitos por freeze-casting utilizando-se moldes
de cobre. Estes moldes se mostraram inadequados para a fabricacao a temperatura de -130
°C dos pontos de vista de morfologia da rede de poros e resisténcia mecanica, uma vez
que a alta densificagdo nas laterais e inferior dos monolitos produziram uma rede de poros
menos conectada, que em conjunto com os pronunciados defeitos decorrentes do rechupe

produziram amostras frageis e com baixa qualidade geral.

Em seguida, a adi¢do de titanato de bario mostrou-se efetiva em relacao a formagao
da fase hidroxiapatita. De fato, a amostra HPA 40% demonstrou uma boa resisténcia me-
canica quando comparada as demais amostras, entretanto, identificou-se baixa manutencao
de hidroxiapatita, com preferéncia pela transformacido de h-HPA em h-OCP e o-TCP.
Além disso, a adi¢ao de 0,25 wt.% titanato de bério gerou a melhor dentre as amostras
em termos de compressao mecanica. Em outras palavras, a amostra 025BT apresentou
resisténcia a compressao média de 3,07 MPa, e o melhor espécime superou os 7 MPa,
com porosidade média de 39,7% e tamanho médio de poro de 119,9 um. Acima de 0,25
wt.% de BaTiOs3, as amostras aumentaram gradativamente a porosidade o tamanho médio
de poros, e a 100BT apresentou o maior tamanho de poro dentre todaos os espécimes
fabricados, com 181,1 pum. Dai, conclui-se que o aumento da quantidade de titanato reduz
a degradacao da HPA acima de 1100 °C e aumenta tanto a porosidade quanto o tamanho
médio de poros. As propriedades obtidas pelos sistemas contendo HPA+BT demonstram

potencial para utilizacdo em biomateriais em termos fisico-quimicos e morfo-mecanicos,
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necessitando-se de maiores caracterizacoes bioldgicas para que se prossiga com testes in

vitro.

Por fim, com relagdo a adicdo de zinco, alguns fendémenos interessantes foram
observados: houve uma maior constancia nos diametros dos monélitos produzidos, bem
como na homogeneidade dos mesmos em comparacao com todos os outros lotes, apesar de
ter sido observado uma brusca queda na resisténcia a compressao mecanica, principalmente
nas amostras com 10 wt.% de zinco. Essa queda de resisténcia mecanica discorda do
que é abordado na literatura, e muito provavelmente se deve a morfologia dos mondlitos
produzidos, e nao sobre algum mecanismo microestrutural de fragilizacdo de amostras.
Essa queda acompanha a brusca mudanca de fases observadas nessas amostras, as quais
formaram majoritariamente HPA dopada com zinco, residuos de 6xido de zinco e a-TCP. E
possivel que a fase Zn/HPA possua uma menor resisténcia a compressao em ensaios do tipo
quasi-estaticos, necessitando-se de outras taxas de avanco para extrair maiores conclusoes.
Observou-se, também, que o aumento da concentragao de zinco promove uma gradual
reducao de porosidade nos espécimes. Como o ZnO é um potencial biomaterial, porém
com devidos resguardos em relagao a citotoxicidade atrelada ao tamanho de particula, é
possivel que mais estudos acerca da melhoria resisténcia a compressao sejam realizados

em mondlitos produzidos via freeze-casting.

Por fim, observou-se que pode existir um mecanismo de anulamento mutuo no
efeito de reducao de tamanho de cristalito para certas proporcoes de éxido de zinco e
titanato. Além disso, observou-se que a adi¢do de zinco provoca mudanca nas interacoes
entre a hidroxiapatita dopada e o ligante PVA. Como foi possivel incorporar o zinco
a hidroxiapatita, o sistema dopado que apresenta maior potencial em aplicacoes para
Engenharia de Tecido Osseo foi o sistema 5Zn+100BT, que apresentou valores razodveis
tanto de resisténcia a compressao como desvio padrao para a fabricacdo de enxertos

cerdmicos, além de apresentar baixa formagao de fase secundaria (2% de ZnO).

Dessarte, é possivel propor uma série de investigagoes visando o aperfeicoamento
das técnicas aqui empregadas, tais como: estudar outras possiveis configuragoes para o
aparato de freeze-casting; analisar concentragoes de titanato de bario no intervalo de 0
a 0,25 wt.% de BaTiOs3, como forma de investigar o comportamento da porosidade e da
resisténcia a compressao mecanica; a observagao do efeito da taxa de carregamento no
ensaio de resisténcia mecanica dos monolitos fabricados com as concentragoes sugeridas
neste trabalho; Avaliar a influéncia da temperatura de sinterizacdo na resisténcia mecanica
e na porosidade dos monoélitos produzidos por freeze-casting, bem como a dindmica de
formagao de fases em cada temperatura; buscar por possiveis novos materiais ou otimizar
as concentracoes aqui sugeridas, de modo a incrementar a resisténcia a compressao dos
espécimes contendo a fase Zn/HPA; por tultimo, detalhar o comportamento biolégico,

bioquimico e biofisico das amostras produzidas no presente trabalho.

Enfim, pode-se propor intiimeros estudos acerca da hidroxiapatita modificada

com titanato de bario e zinco metalico, e o fato de nao se descartar tais combinagoes
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imediatamente, ou em segunda anédlise (fisico-quimica e morfo-mecénica), demonstra que
hé um potencial de aplicacio em Engenharia de Tecido Osseo para os novos materiais
apresentados neste trabalho, porém é necessario sanar duvidas que foram levantadas ao
longo da execucao da investigacao aqui relatada, antes de cogitar escalar a tecnologia aqui

desenvolvida para testes in vivo e posteriormente testes clinicos em humanos.
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