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RESUMO

Recobrimentos superficiais com fosfatos de calcio em biomateriais bioinertes usados na
substituicdo dssea podem tornar essas superficies bioativas. Por outro lado, a substituicao de
fons de calcio (Ca?*) por fons de estroncio (Sr?*) tende a aumentar a osteoconducio e a
bioatividade dos fosfatos, estimulando a regeneracéo dos tecidos 6sseos. O nanocompasito de
alumina/zirconia (Al20s/ZrOz) se destaca devido a sua alta resisténcia ao desgaste e elevada
dureza. Tendo isso em vista, o principal objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da adicéo
de ZrO> (5, 10 e 15% vol.) na matriz de Al>Oz, na formacéo de grupos funcionais dos fosfatos
de calcio sobre a superficie dos hanocompositos, utilizando o recobrimento biomimético em
solucdo de fluido corporal simulado (SBF) 5x mais concentrada, enriquecida com Sr*. Para
isso, nanocompaésitos sinterizados (1500 °C/2h) foram caracterizados utilizando densidade
aparente (D.A.) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Em seguida, foram tratados
quimicamente utilizando acido fosférico (H3PO.) durante 4 dias. Na sequéncia, 0s
nanocompositos foram recobertos biomimeticamente por 14 dias e caracterizados por
difratometria de raios-X (DRX), espectroscopia na regido do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) e MEV. Observou-se que as inclusbes de ZrO, estavam localizadas nos
pontos triplices das matrizes de Al>Os. ApoOs recobrimento, foi observado que todas as
superficies foram recobertas com globulos de fosfatos de calcio. Foram identificadas fases de
fosfatos de calcio e de estroncio, sugerindo a incorporacéo de ions de Sr?* nos fosfatos. Além
disso, observou-se maior formacéo de fases de fosfatos em funcéo do aumento do percentual
de ZrO2, o que sugere a obtengdo de um biomaterial bastante promissor para aplicaces
biomédicas.
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INTRODUCAO

Na busca por sistemas bioativos com potencial aplicacdo na substitui¢cdo ou reparacédo
de tecidos 6sseos, os fosfatos de calcio se destacam devido a sua similaridade com a fase
mineral dos ossos M. Ao combinar os fosfatos de calcio com bioceramicas de alta resisténcia
mecanica, como 0s nanocompaésitos de alumina/zircénia (Al203/ZrO2), tém-se um biomaterial
promissor visando sua aplicacdo como implantes 6sseos @),
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Abe e et al. (1990) desenvolveram um método de baixo custo para a obtencdo de
diferentes fases de fosfatos de calcio de interesse bioldgico, denominado “método
biomimético” @. Esse método consiste na imersdo de um substrato em uma solugio
denominada Simulated Body Fluid (SBF) com concentracéo idnica e pH semelhante aos fluidos
corporeos. Nesse trabalho, utilizou-se uma solugdo de SBF 5x mais concentrada que a de Abe
et al., visando reduzir o tempo de incubacio ©.

Por outro lado, a incorporacdo de ions terapéuticos na estrutura dos fosfatos de calcios
vem sendo amplamente investigada visando aumentar a adsorcao, bioatividade e osteoconducéo
@, Nesse sentido, a substituicdo dos ions Ca?* por Sr?* pode estimular a formagdo dssea,
reduzindo a absorcédo e aumentando a forca de ligagdo Gssea ©.

Para aumentar a interacdo da superficie do substrato com a solu¢do SBF durante o
periodo de incubagéo, diversos métodos de tratamentos superficiais podem ser utilizados .
Nesse estudo, utilizou-se o tratamento quimico da superficie com &cido fosférico (HsPOs),
visando ativar a superficie para promover uma maior interacao interfacial entre o substrato e a
camada de fosfatos depositada sobre essa superficie .

Assim, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da adicdo de ZrO (5,
10 e 15% de inclusdes nanométricas) na matriz de Al>Oz na formacéao de grupos funcionais dos
fosfatos de calcio sobre a superficie desses nanocompdsitos, utilizando solucdo de SBF 5x
enriquecida com 1,00 mmol/L Sr?*,

MATERIAIS E METODOS

Para obtencdo dos nanocompdsitos, foram obtidos pos-comerciais de Al>Os (AKP-53,
Sumitomo Chemical Co., Japdo), 99,995% e tamanho médio de 0,2 um, e ZrO> parcialmente
estabilizada com 3,0% em mol de itria, 99,999% com tamanho médio de particulas de 50,0 nm
(Nanostructured Materials Inc.). Foram preparadas solucdes alcodlicas de Al.O3 e ZrO,,
possibilitando o gotejamento de ZrO> nas proporcdes de 5 % (A5Z), 10 % (A10Z) e 15%
(A15Z), na Al.O3 conforme descrito por Santos et al., 2017 ©,

Foram conformadas amostras em formato cilindricas de 8 mm de didmetro e 4 mm de
altura usando prensagem uniaxial, seguida de prensagem isostatica (200MPa). Em seguida, as
amostras foram calcinadas a 600 °C/1h e sinterizadas a 1500 °C/2h.

Na sequéncia, os hanocompositos foram imersos em solucdo de HsPO4 durante 4 dias,
a 90 °C, para realizacdo do tratamento quimico superficial. Em seguida, foram recobertos
biomimeticamente em solugdo de SBF 5x enriquecida com 1 mmol/L de Sr?*, sob agitacio
usando 60 rpm, a 36,5 °C, por 14 dias, conforme descrito por Nunes et al., 2021 @. Os
nanocompositos foram entdo lavados com agua destilada e secos em dessecador a temperatura
ambiente por 72 horas.

Os nanocompdsitos foram caracterizados utilizando medidas de densidade aparente,
seguindo o principio de Arquimedes. Avaliou-se a microestrutura dos nanocompdsitos a partir
de microscopia eletronica de varredura (MEV), ap6s polimento e ataque térmico a 1450
°C/10min.

A camada bioativa de fosfatos depositada usando recobrimento biomimético foi
caracterizada utilizando DRX (entre 20 e 45 °), FTIR, na regido entre 1000 e 1650 cm™ e MEV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de densidade aparente (D.A.) foram determinados em funcdo do percentual
de densidade tedrica dos nanocompaésitos (% DT). Assim, obteve-se para 0s nanocompoésitos
os valores: 97,38 + 0,11, 98,26 + 0,37, 98,33 = 0,69, sendo A5Z, Al10Z e Al5Z,
respectivamente. De maneira geral, os valores D.A. obtidos indicaram um elevado
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empacotamento das particulas e consolidacdo durante o processamento. Esses resultados
corroboram com as micrografias obtidas por MEV da superficie polida e atacada termicamente
dos nanocompositos A5Z, A10Z e Al15Z antes do tratamento quimico superficial, conforme
apresentado na Figura 1.

Figura 1: Micrografias obtidas por MEV da superficie do corpo de prova de A5Z, A10Z e A15Z.

E possivel observar na Figura 1 a distribuigdo das inclusdes nanométricas de ZrO,
(regides claras) nas matrizes de Al>Os3 (regides escuras). Observou-se ainda que as inclusdes
estdo localizadas nos pontos triplices das matrizes de Al>Oz, e assim, atuam como inibidoras do
crescimento de grdos @ ¥, A dispersdo das inclusdes nos nanocompositos A5Z foi mais
uniforme comparando com as demais composicdes. A formacdo de aglomerados das
nanoparticulas pode causar diminuicdo da resisténcia mecanica dos hanocompositos.

Ap0s o tratamento superficial e recobrimento com SBF 5x, 0s nanocompdsitos foram
caracterizados por DRX. A Figura 2 ilustra as curvas deconvoluidas de DRX da superficie da
composicdo A5Z. Esse procedimento foi similar para as demais composicoes. A partir dessas
curvas, foram identificadas as fases a e B-fosfato tricalcico (a e B-TCP), fosfato tetracélcico
(TTCP), hidroxiapatita (HAp), hidroxiapatita substituida com Sr?* (Sr-HAp) e fosfato de
estréncio (SrP), de acordo com as fichas JCPDS, as quais foram quantificadas (Figura 2b).
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Figura 2: a) Curvas deconvoluidas de DRX da composi¢do A5Z; b) areas percentuais das fases
de fosfatos formadas sobre as superficies dos nanocompoésitos A5Z, A10Z e A15Z.

De maneira geral, foi avaliada a influéncia do aumento do volume de inclusdes de
ZrO> na formacdo das fases de fosfatos de célcio. A composi¢cdo A10Z apresentou maiores
areas percentuais de a-TCP (nos planos (202), (151), (132)) e B-TCP (202), (151), (132)),
comparado as demais composi¢des. Ja a composicdo A5Z apresentou maior formacgédo de TTCP
((040), (-121), (-151)) e Sr-HAp ((130), (211), (300). Por outro lado, a composi¢cdo A15Z foi a
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que obteve maior area percentual das fases HAp ((211), (002), (112)) e SrP ((211), (221),
(333)). Essas duas ultimas fases, apresentaram uma correlacao evidente de aumento de suas
areas percentuais em funcgdo do volume de ZrO,. A incorporacdo dos ions de Sr?* podem
ocasionar o rearranjo da estrutura dos fosfatos de calcio, influenciando na solubilidade, por
exemplo ©. Caracterizar as fases dos fosfatos de calcio é importante para prever as
caracteristicas dos biomateriais quando implantados, como a solubilidade, degradacdo e
estabilidade quimica & ®.

A Figura 3 ilustra as curvas deconvoluidas de FTIR dos nanocompositos, sua segunda
derivada e areas percentuais totais dos grupos funcionais (entre 1000 e 1650 cm™).
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Figura 3: a) Curvas deconvoluidas de FTIR dos nanocompdsitos de A5Z, A10Z e A15Z recobertos, na
regido entre 1130 e 1460 cm™; b) segunda derivada das curvas deconvoluidas; c) area percentual dos
grupos funcionais na regido entre 1000 e 1650 cm™.

Usando esse método, foi possivel observar a influéncia dos grupos funcionais
relacionados a ZrO; na formacéo dos fosfatos de célcio. Esse procedimento foi adotado na
regido entre 1000 e 1650 cm™ para todas as condi¢des estudadas. Em geral, tanto a intensidade
como o nimero de onda das bandas de absorcdo dos grupos funcionais de fosfatos, presentes
na superficie dos nanocompositos, apresentaram alteragdes significativas na regido entre 1130
e 1460 cm™. Sugere-se que isso ocorreu devido ao maior volume dos grupos funcionais Zr-O
na superficie dos nanocompadsitos, os quais podem facilitar a nucleacgdo e deposicao de fases de
fosfatos durante o recobrimento.

Ao aumentar o volume de inclusdes de ZrO-, os grupos HPO4* e POs* demonstraram
uma ligeira tendéncia de aumento em suas areas percentuais, enquanto que os valores de areas
relacionadas ao grupo COs* diminuiram. Em geral, todos os grupos funcionais foram
significativamente influenciados pela ZrOz: r vol. zro21 co3® = -0,94; I vol. zro2/ HPo4>” = 0,83; T vol.
zro2/p04>” = 0,99. Observou-se ainda que o aumento do volume de inclusées de ZrO2 apresentou
uma tendéncia de aumento das areas absolutas totais atribuidas aos grupos funcionais
relacionados aos fosfatos. Assim, quanto maior o percentual de ZrO>, maior formagdo de
fosfatos de célcio sobre as superficies dos corpos de prova. Ao investigar a influéncia das
inclusGes de ZrO> na bioatividade, Amin et al. (2016) relataram maior contribuicdo na adeséo
dos fosfatos de célcio, aprimorando as respostas in vitro . Nesse sentido, a adi¢do das
inclus6es de ZrO2 na matriz de Al>Ogz, independente do volume utilizado, apresentou-se como
uma alternativa para o desenvolvimento desses materiais recobertos com fosfatos de célcio,
visando aumentar a intera¢do dos biomateriais com o tecido hospedeiro.

E importante mencionar que os grupos funcionais HPOs* e COs% sdo importantes
precursores na formagdo dos fosfatos de célcio ©. Esses grupos podem influenciar as
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propriedades fisicas dos fosfatos, como a cristalinidade e a solubilidade. A fase hidroxiapatita
(HAD), por exemplo, é formada a partir da dissolugdo de CO3?", visto que 0 método biomimético
envolve a migracao de ions da solucdo SBF para precipitagdo das fases de fosfato.

Além disso, a adi¢do dos ions Sr?* pode ter causado o alargamento das bandas de
absorcdo no espectro de FTIR, alterando sua intensidade e nimero de onda. Sugere-se que iSO
ocorre principalmente devido ao aumento da desordem da estrutura dos fosfatos, o que pode
degenerar as ligacbes. Os fosfatos, em geral, apresentam uma caracteristica importante,
relacionada a potencialidade de incorporacéo de ions, flexibilizando a composicédo e arranjo
estrutural, como ocorre com a substituicéo catiénica de jons Srz* ©),

A Figura 4 apresenta as micrografias obtidas por MEV da superficie dos
nanocompositos apos recobrimento biomimeético.

Figura 4: Micrografias obtidas por MEV da superficie dos nanocompdsitos.

Foi possivel observar a sobreposicdo de camadas de fosfatos sobre as superficies, em
todas as condigdes estudadas. Tanto a morfologia quanto o tamanho dos glébulos formados sdo
influenciados pelas condic¢des de incubacdo utilizando a solucdo de SBF. De forma analoga, as
propriedades superficiais também tém influéncia na deposicao das fases de fosfatos de calcio
sobre a superficie do substrato &7,

CONCLUSOES

Nesse trabalho, obteve-se nanocompositos de Al2Os/ZrO> recobertos com fosfatos de
calcio enriquecidos com jons Sr?*. Observou-se uma microestrutura densa dos nanocompositos,
em concordancia com os valores de densidade aparente obtidos. Além disso, 0s nanocompdsitos
recobertos apresentaram uma tendéncia de aumento nos valores de area percentual atribuidos
aos grupos PO4* e HPO4* em funcéo do aumento do volume de inclusdes nanométricas de ZrO,,
0 que é importante para a formacao dos fosfatos de calcio/estréncio. Foi possivel observar que
todas as condicdes estudadas apresentaram a sobreposicdo de glébulos de fosfatos, sendo
identificadas fases de fosfatos de célcio e de estroncio, indicando que esses biomateriais
apresentam potencial para aplicacdes em terapias de regeneracao dssea.
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EFFECT OF ZrO2 ADDITION ON THE FORMATION OF CALCIUM PHOSPHATE
GROUPS ON THE SURFACE OF Al203/ZrO2 NANOCOMPOSITE

ABSTRACT

Surface coatings with calcium phosphates on bioinert biomaterials used in bone replacement
can make these surfaces bioactive. Alternatively, the replacement of calcium ions (Ca?*) by
strontium ions (Sr?*) tends to increase osteoconduction and bioactivity of phosphates,
stimulating bone tissue regeneration. The alumina/zirconia (Al203/ZrO2) nanocomposite
stands out because of its high wear resistance and high hardness. With this in mind, the main
objective of this study was to evaluate the influence of ZrO; addition (5, 10, and 15% vol.) on
the formation of functional groups of calcium phosphates on the surface of Al.O3/ZrO>
nanocomposites using 5x simulated body fluid (SBF) solution enriched with Sr?*. For this,
sintered (1500 °C/2h) nanocomposites were characterized using relative density and scanning
electron microscopy (SEM). They were then chemically treated using phosphoric acid (HzPQOa4)
for 4 days. Next, the nanocomposites were biomimetically coated for 14 days. The coated
nanocomposites were characterized by X-ray diffractometry (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and SEM. It was observed that the ZrO> inclusions were located in the
triple points of the Al.O3 matrices. After coating, it was observed that all conditions were coated
with phosphate globules on the surfaces of the nanocomposites. Phosphate phases containing
calcium and strontium have been identified, suggesting that ions of Sr>* were incorporated into
phosphates. Additionally, as ZrO, percentage increased, more phosphate phases formed,
suggesting a highly promising biomaterial with biomedical applications.

Keywords: Alumina-Zirconia, Strontium, Calcium phosphates, nanocomposite.



