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RESUMO

Boffa, R. S. Avaliagdo da microarquitetura de ossos trabeculares. 2014. 74p. Dissertacéo
Mestrado. Programa de Pds-Graduacao Interunidades Bioengenharia EESC/FMRP/IQSC,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2014.

O termo estrutura cristalina entende-se como um conjunto de &tomos periodicamente
distribuidos no espaco, formando uma rede. O material composto, 0sso, contém uma parte
organica formada por coldgeno e uma parte inorganica formada predominantemente por
cristais de hidroxiapatita, que possui formula molecular Cao(PO4)s(OH), em sua célula
unitaria. A estrutura cristalina da hidroxiapatita pode indicar a qualidade de o0ssos
trabeculares, pela identificacdo do tamanho de cristalito, da microdeformacdo e da proporc¢édo
de célcio e fosforo nos trés tipos de 0ssos: normal, osteopénico e osteoporotico. A
osteoporose € definida pelo National Institutes of Health como uma desordem esquelética
caracterizada pelo comprometimento da resisténcia 6ssea e aumento do risco de fratura.
Objetiva-se avaliar e caracterizar a estrutura cristalina da matriz inorganica de 0ssos secos
trabeculares de vértebras de colunas de cadaveres humanos normais, osteopénicos e
osteoporaticos por microscopia Otica, microscopia eletrénica de varredura e espectometria de
energia dispersiva e difratometria de raios-X, utilizando o método de refinamento de Rietveld,
balizando os resultados com os valores de microdureza. Foram utilizados 0ssos secos
trabeculares de vértebras L1 de colunas de nove cadaveres humanos provenientes do Servico
de Verificacdo de Obito da capital. Antes da coleta do material, elas foram pré-divididas em
trés grupos: normal, osteopénico e osteoporoético, através de ultrassonometria de calcneo. A
caracterizacdo dos trés tipos de ossos foi feita pelas técnicas de microscopia oOtica,
microscopia eletrdnica de varredura, microanalise por espectrometria de energia dispersiva,
microdureza e difratometria de raios-X pelo método de p6 com aplicacdo do método de
Rietveld. Os resultados mostraram uma diminui¢cdo dos valores de tamanho do cristalito (de
670 para 213 nandmetros), microdureza (de 30,27 para 21,22 knoop), proporcao de calcio e
fosforo (de 2,02 para 1,73), nimero de trabéculas e densidade Gssea e um aumento nos
valores de microdeformacdo (de 5,4 para 16,8), sugerindo uma maior desorganizacdo e
fragilidade na estrutura cristalina da hidroxiapatita em 0ssos osteopénicos e osteoporoticos em
relacdo aos normais. A caracterizagdo microestrutural dos cristais de hidroxiapatita em 0ssos
secos trabeculares permitiu diferenciar os trés tipos de o0ssos (normal, osteopénico e
osteopordtico) e complementar a avaliacdo da osteoporose, com énfase na qualidade 6ssea.

Palavras-chave: Estrutura cristalina, Hidroxiapatita, Osso humano, Osteoporose,

Refinamento de Rietveld



ABSTRACT

Boffa, R. S. Assessment of trabecular bones microarchitectures. 2014. 74p. Dissertagéo
Mestrado. Programa de P0Os-Graduacdo Interunidades Bioengenharia EESC/FMRP/IQSC,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2014.

The term crystal structure is understood as a set of atoms periodically distributed in space,
forming a lattice The composite material, bone, contains a organic part that consists of
collagen and a inorganic part that consists predominantly of hydroxyapatite crystals, having
molecular formula Cal0(PO4)6(OH)2 in its unit cell. The crystal structure of hydroxyapatite
can indicate the trabecular bone quality, by the identification of crystallite size, microstrain
and ratio of calcium and phosphorus in bones of three types: normal, osteopenic or
osteoporotic. Osteoporosis is defined by the National Institutes of Health as a skeletal disorder
characterized by compromised bone strength and increased risk of fracture. The objective is to
evaluate and characterize the crystalline structure of the inorganic matrix of dry trabecular
bones of vertebral column of normal, osteopenic and osteoporotic human cadavers by optical
microscopy, scanning electron microscopy, energy dispersive spectrometry, X-ray diffraction,
using the Rietveld refinement method and microhardness. Dried trabecular bone of vertebrae
L1 columns of nine human cadavers from the Servico de Verificacdo de Obito of the capital
were used. Before sample collection, they were pre-divided into three groups: normal,
osteopenic or osteoporotic, through Quantitative ultrasound of the calcaneus. The
characterization of the three types of bones were made by optical microscopy, scanning
electron microscopy, microanalysis by energy dispersive spectrometry, microhardness and
powder X-ray diffraction with application of the Rietveld method. The results showed a
decrease of the crystallite size (from 670 to 213 nanometers), hardness (from 30,27 to 21,22
knoop), ratio of calcium and phosphorus (from 2,02 to 1,73), trabecular number and bone
density and an increase in microstrain values (from 5,4 to 16,8) suggesting greater fragility
and disruption in the crystalline structure of hydroxyapatite in osteopenic and osteoporotic
bone compared to normal. Microstructural characterization of hydroxyapatite crystals in dry
trabecular bone could differentiate the three types of bones (normal, osteopenic and
osteoporotic) and supplement assessment of osteoporosis, with an emphasis on bone quality.

Palavras-chave: Crystal structure, Hydroxyapatite, Human bone, Osteoporosis, Rietveld

Refinenment
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1 Introducéao

A osteoporose é definida pelo National Institutes of Health como uma desordem
esquelética caracterizada pelo comprometimento da resisténcia 6ssea e aumento do risco de
fratura. (N.I1.H., 2013)

Profissionais tém assumido que todos os pacientes com T-score muito baixos tem
osteoporose, entretanto o T-score é derivado de uma populacdo especifica, ou seja, em outras
populacdes o T-score ndo € acurado. Como a densidade mineral 6ssea (BMD) é um indicador
de risco de fratura limitado, o interesse clinico e cientifico tem aumentado em anélises
complementares que poderiam melhorar a predicdo do risco de fratura. (Kleerekoper e
Balena, 1991; Deborah, Olof e Hans, 1996; Bouxsein, 2003; Qu et al., 2005; Miller, 2006)

Entretanto, uma pessoa com BMD normal, eveltualmente sofria fraturas no cotidiano,
e reciprocamente, uma pessoa com BMD na faixa osteopordtica, ndo tinha fraturas. Devido a
estes paradoxos no tratamento, um termo se tornou popular no comeco de 1990, a qualidade
Ossea, e desde entdo o conceito de resisténcia 6ssea ampliou além de somente densidade. Ha
varias propriedades representadas pela qualidade 6ssea, dentre elas temos a estrutura cristalina
da parte inorganica do 0sso (cristais de hidroxiapatita). (Van Der Linden et al., 2001; Van Der
Meulen, Jepsen ¢ Mikié¢, 2001; W.H.O., 2001; Parfitt, 2002; Qiu et al., 2005; Zebaze et al.,
2005; Genant e Jiang, 2006; Viguet-Carrin, Garnero e Delmas, 2006; Gourion-Arsiquaud et
al., 2009; Licata, 2009; N.I.H., 2013; N.O.F., 2013)

Analisando a estrutura cristalina em escala atdbmica (tamanho do cristalito, proporcao
de célcio e fdsforo, microdeformacdo), visualmente (microscopia O6tica, microscopia
eletronica de varredura) e mecanicamente (microdureza), espera-se encontrar relagdes, para

0SS0S secos trabeculares, que nos indiquem o estado do 0sso, visando a qualidade 6ssea.

1.1. Justificativa

Mesmo n&o sendo satisfatoria, a avaliagdo da osteoporose se da apenas considerando-
se a quantidade 6ssea (BMD). Para tanto é importante avaliar a qualidade 6ssea através da
analise da parte inorganica do 0sso, pela caracterizacdo microestrutural dos cristais de

hidroxiapatita.
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1.2. Objetivos

Avaliacdo da estrutura cristalina da matriz inorganica de 0ssos secos trabeculares de
vértebras de colunas de cadaveres humanos normais, osteopénicos e osteoporaéticos

Caracterizacdo microestrutural da hidroxiapatita pela microscopia 6tica, microscopia
eletronica de varredura e pela analise da proporcao de célcio e fdosforo e utilizagcdo do
método de refinamento de Rietveld (tamanho de cristalito, microdeformacéo,
parametro de rede) para avaliacdo da estrutura cristalina dos ossos, balizando os

resultados com os valores de microdureza
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2 Revisdo Bibliografica

2.1. Estrutura Cristalina

O termo estrutura cristalina entende-se como um conjunto de atomos periodicamente
distribuidos no espaco, formando uma rede. O paralelogramo que, por propagacao
(translacdo) em uma, duas ou trés direcdes independentemente, € capaz de gerar todo o cristal,
é chamado de célula unitéria, sendo elas todas iguais em forma e conteido. Desta forma, um
total de trés vetores ndo coplanares sdo necessarios para descrever uma célula unitéria. Estes
vetores (a, b, ¢), que coincidem com as trés arestas independentes do paralelepipedo
elementar, representam o comprimento das arestas da célula unitaria e além destas distancias
s80 necessarios mais trés parametros, os angulos entre eles (o, B e y). (Cullity, 1978;
Pecharsky, 2005)

Para descrever completamente a estrutura cristalina, ndo é suficiente apenas
caracterizar a geometria da célula unitéaria, deve-se também estabelecer a distribuicdo dos
atomos na célula unitaria e na rede. Todo o contetido da célula unitéaria pode ser estabelecido
pela sua unidade assimétrica usando uma combinacdo de operadores de simetria presentes na
célula unitaria (rotacdo, inversdo, reflexdo, deslizamento, eixo de inversao, eixo helicoidal e
eixo girdide). (Cullity, 1978; Pecharsky, 2005)

O numero limitado de elementos de simetria e 0s modos como eles interagem entre si
leva a um numero limitado de elementos de simetria, o conjunto destes elementos que
descrevem um objeto define o denominado grupos de ponto. Como resultado, todos os grupos
de ponto cristalogréaficos tridimensionais foram divididos num total de sete sistemas
cristalinos (tricliniclo, monoclinico, ortorrdmbico, trigonal, tetragonal, hexagonal e cubico).
Levando em conta que o0s sistemas cristalinos hexagonais e trigonais s@o normalmente
descritos no mesmo tipo de rede, sete sistemas cristalinos podem ser agrupados em seis
familias cristalinas. (Cullity, 1978; Pecharsky, 2005)

Finalmente, tendo-se seis familias de cristal e cinco tipos de redes usadas em
cristalografia (primitiva, de base centrada, de face centrada, de corpo centrado e
romboédrica), resulta os quatorze tipos de redes Bravais representados na Tabela 1.
(Pecharsky, 2005)
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Tabela 1 - As 14 redes Bravais (Pecharsky, 2005)

Sistema Cristalino P C I F R

Triclinico

Monoclinico

s WS b -~ R
o - - f
Ortorrémbico e 1. : ;_!
it e 2
i 5 WP oty
Y RY
Tetragonal p 4
e e
Hexagonal T
Trigonal _ i
1 5 B-""‘a- i
,y o 1. by P
Cubico P I\ h
\ e, ! %, -
']

Ha também os planos cristalogréaficos que sao definidos como uma familia de planos
que interceptam todos os pontos da rede. A distancia entre planos vizinhos chama-se distancia
interplanar. A familia de planos cristalograficos é descrita utilizando-se trés indices inteiros (h
k 1) que sdo chamados de indices de Miller. Os indices de Miller indicam que o plano que
pertence a familia (h k I) divide os vetores de rede a, b e c em h, k e | partes iguais,
respectivamente. (Cullity, 1978; Pecharsky, 2005)

2.2. Apatita

Todo mineral é caracterizado por uma combinacdo Unica de parametros estruturais e
composicionais. Entretanto, tanto a exata estrutura e/ou composi¢do de um mineral é flexivel.
A apatita é mais flexivel que a maioria dos outros minerais, o que significa que ela aceita

diversas substituicbes quimicas. Tais substituicdes mudam a estrutura do mineral e muitas
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vezes tém um impacto critico nas propriedades do mineral, como solubilidade, dureza,
fragilidade, tensdo, estabilidade térmica e propriedades 6ticas como birrefringéncia. (Elliott,
2002; Gross e Berndt, 2002)

O termo apatita se refere a um grupo de alguns minerais que sdo de interesse e
aplicacdo de pesquisa multidisciplinar, especialmente no campo da mineralogia, geologia,
biomineralizacdo, medicina e biomateriais. A hidroxiapatita pura tem composicao
Cas(PO4)30H, 0 que muitas vezes € escrito como Caio(PO4)s(OH), para mostrar que existem
duas unidades da formula na célula unitaria. A hidroxiapatita pode ser ocupada nao s6 por
OH, mas também pelos ions substituintes fldor (F) e/ou Cloro (Cl), como expressa pela
férmula geral Cas(PO,)3(F,OH,CI). A hidroxiapatita é a apatita mineral de maior interesse e
relevancia nas ciéncias biologia e dos materiais. Os outros dois minerais comuns do grupo
apatita sdo cloroapatite e fluorapatita. Apatita geoldgica, que é o mineral fosfato mais
abundante no crosta terrestre, geralmente tem varias propor¢des de OH, F, e Cl. (Pana e Fleet,
2002; Piccoli e Candela, 2002)

Em um sentido simplificado, pode-se dizer que existem quatro diferentes tipos de
posicdes cristalograficas na célula unitaria de apatita: sitios tetraédricos para seis fons P>,
cada um em coordenagdo 4-fold com o oxigénio; sitios calcio (Ca) para quatro dos fons Ca?*;
sitios Ca para 0s Seis outros fons Ca?* (dispostas de tal maneira que eles formam um canal ao
longo do eixo ¢, 0 assim chamado canal de ions); e o sitio do canal, que € normalmente
ocupado por dois anions monovalentes (mais comumente OH, F, e/ou Cl), por célula unitéria.
(Elliott, 2002; Gross e Berndt, 2002)

2.3. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) bioldgica é considerada o modelo estrutural para a fase mineral
do osso e mostra imperfei¢des, diferenciando-se da HA encontrada nos minerais das rochas.
Os ions da superficie do cristal sdo hidratados, 0 que gera uma camada de agua e ions
denominada capa de hidratacdo, facilitando a troca de ions entre o cristal e o liquido
intersticial. Ela pode ter multiplas substituicdes e deficiéncias em todos 0s sitios i6Gnicos.
Dentre as impurezas dos cristais de apatita, a mais notavel é a substituicdo do carbonato tipo
B da HA (CHA) no lugar dos grupos fosfato, tendo também substituicdes de potassio,
magnésio, estroncio e sodio no lugar dos ions célcio e cloreto e fluoreto no lugar dos grupos
hidroxila. Estas impurezas podem alterar a estrutura cristalina, reduzindo a cristalinidade,

afetando a elasticidade e a resisténcia 6ssea da apatita. O tamanho do cristal e a cristalinidade
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mineral 6ssea também podem ser alterados devido a certas doencas e terapias. (Boskey e
Marks, 1985; Fratzl et al., 1996; Ou-Yang et al., 2001; Leventouri, 2006; Dilworth et al.,
2008; Shen et al., 2009; Marcus et al., 2010; Saito e Marumo, 2010; Allen e Burr, 2011; Noor
et al., 2011; Cundy e Reid, 2012)

Assim, a HA pode ter uma composicdo variada. A hidroxiapatita deficiente em célcio
(CDHA) ou nao-estequiométrica pode ser obtida a baixas temperaturas, com uma composi¢éo
expressa como Cajox(HPO4)x(PO4)s-x(OH)2.x, Onde x varia de 0 a 1: 0 para HA
estequiométrica e 1 para HA totalmente CDHA. (Ginebra et al., 1999)

A HA pura possui razdo molar igual & 1.67, como mostrado na Tabela 2:

Tabela 2 - Principais fosfatos de calcio

Name Formula Ca/P Mineral Symbol
Monocaleium phosphate monohydrate Ca(H,P0y), H,O 0.50 - MCPM
Dicaletum phosphate CaHPO, 1.00 Monetite DCP
Dicalerum phosphate dihydrate CaHPO4-2H;0 1.00 Brushite DCPD
Octocaleium phosphate CagH,(POy)g5HL0 1.33 - OCP
Precipitated hydroxyapatite Cayg(HPOL)(POy)e(OH)oy 1.50-1.67 — PHA
Tricaleium phosphate Cag(HPO,)(PO,)s(OH) 1.50 - TCP
Amorphous calcium phosphate Cay(PO,), nH,0? 1.50 - ACP
Monocaleium phosphate Ca(H,POy), 0.50 - MCP
o-Tricaleium phosphate 0-Cas(POy), 1.50 - o-TCP
B-Tricaleium phosphate B-Caz(POyg) 1.50 - B-TCP
Sintered hydroxyapatite Cas(POy)30H 1.67 Hydroxyapatite HA
Oxyapatite Cayo(POy)sO 1.67 - OXA
Tetracaleium phosphate Cay(P0y),0 2.00 Hilgenstockite TetCP
Carbonated apatite Cag 3(HPO,)7(POy)y 5(CO3) 7(OH); 5 Dahlite CAP

Quanto maior a razdo molar Ca/P, menor a solubilidade do material, mas essa taxa
também sofre influéncias quanto a composi¢do quimica, pH local, temperatura, tamanho das
particulas e cristalinidade. (Klein et al., 1990; Barrere et al., 2002; Raynaud et al., 2002;
Dekker et al., 2005)

2.4. Difratometria de Raios-X

O principal método usado no estudo dos sélidos de Bravais € a difratometria de raios-
X (XRD), uma técnica ndo destrutiva para analisar estruturas que exibem algum grau de
regularidade ou cristalinidade. Estruturas cristalinas, como a hexagonal da hidroxiapatita, sao
formadas de diversas células unitarias. Devido a periodicidade das células unitarias, ha
repetidos planos compostos de dtomos com diferentes espacos interplanares, cuja densidade
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eletronica causa o espalhamento dos raios-X. (Woolfson, 1997; Kohli, Rithner e Dorhout,
2002; Zheng, Yang e Zhou, 2003; Zheng, Li e Zhou, 2004)

Os raios X sdo gerados quando uma particula de alta energia cinética é rapidamente
desacelerada. O método mais utilizado para produzir raios X é fazendo com que um elétron de
alta energia colida com um alvo. Quando esse elétron atinge o alvo, um elétron é liberado na
forma de fotoelétron, fazendo com que haja uma vacéncia nessa camada. Outro elétron ocupa
0 espaco deixado, liberando energia na forma de um féton de Raio-X. A energia desse foton
corresponde a diferenca de energia, e € caracteristico de cada elemento quimico. O
comprimento de onda dos raios X é da ordem de grandeza das distancias interatdmicas em
uma molécula e quando ele incide sobre um material, interage com os elétrons nos orbitais
atdbmicos espalhando raios X em todas as direcdes. Isso da origem a difracdo de raios X, a
qual ird conter informacdes sobre as posicdes relativas entre os atomos e, portanto, da
estrutura cristalina do material que causou a figura de difracdo. Dessa forma, a difracdo de
raios X € uma excelente ferramenta de caracterizacao, pois, além de detalhamento da estrutura
cristalina, também permite a andlise quantitativa de fases, determinacdo de tamanho de
cristalito e microdeformacéo, determinacdo da cristalinidade, etc. (Cullity, 1978; Pecharsky,
2005)

Geralmente, na interagdo de raios-x ha dois niveis diferentes de aproximacao - teorias
cinematica e dindmica de difracdo. Na difracdo cinematica, um feixe espalhado uma vez ndo é
permitido ser espalhado uma segunda, terceira e assim por diante vezes. Assim, a teoria
cinematica da difracdo é baseada na suposi¢do de que a interacdo do feixe difratado com o
cristal é insignificantemente pequena. Isto requer 0s seguintes pressupostos: um cristal
consiste de blocos mosaicos individuais - cristalitos - que séo ligeiramente desalinhados um
em relacdo uns ao outro; o tamanho dos cristalitos é pequeno; e o desalinhamento dos
cristalitos é suficientemente grande, de modo que a interagdo de raios-x com a matéria na
escala de comprimento excedendo o tamanho dos blocos mosaicos é negligenciavel. A teoria
dindmica é utilizado em difrac@o por elétrons, onde a teoria cinematica nao se aplica. (Cullity,
1978; Pecharsky, 2005)

Cristalito normalmente significa um Unico minudsculo cristal. Cada particula de um
material policristalino geralmente consiste de varios cristalitos que se juntam em diferentes
orientagdes. Uma pequena particula de pé pode ser um dnico cristalito. Cristalito também
pode ser definido como um conjunto de células sistematicamente agrupadas para formar um

dominio coerente de difragdo. (Pecharsky, 2005)
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Os indices de Miller sdo formados por um conjunto de trés valores (h k I) que
identificam um plano que possui um vetor rede reciproca. Cada plano tem um Unico vetor
rede reciproca, logo uma célula unitaria individual pode ser determinada. (Woolfson, 1997).

Quando um feixe monocromatico de raios X,com comprimento de onda A, incidem num
angulo 6 num conjunto de planos cristalinos (h k 1) com espagamento d, ocorrerd a difragéo se
a distancia extra percorrida (segmento ABC da Figura 1, por exemplo) por cada feixe for um
multiplo inteiro de |, sequindo a lei de Bragg (Equacéo 1). As direcdes nas quais ocorre a
difracdo sdo determinadas pela geometria do reticulado. Os espacamentos entre os planos

estdo relacionados com os parametros de rede e angulos do reticulado. (Cullity, 1978)

Equacéo 1 — Lei de difracdo Bragg

Sendo n um inteiro (ordem de difracdo), A o comprimento da onda de raios-X

incidente, d o espaco interplanar do material, definida pelos indices de Miller (h k1) e ©6 0

angulo de difracdo Bragg, como ilustrado na Figura 1

Figura 1 — Reflexdo de Bragg

Calcula-se o espagamento, sendo o valor de A conhecido, n ajustado como um e 0s
valores de 0 coletados pelo XRD, permitindo determinar os parametros de célula unitaria,

simetria, posi¢des atdbmicas e volume da célula unitaria.
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Os dados obtidos podem ser comparados com arquivos de difratogramas armazenados
em bancos de dados como o International Centre for Diffraction Data (ICCD), o que permite
identificacdo das diferentes fases presentes no pd. Até o momento, a técnica mais importante
para avaliar os parametros estruturais dos difratogramas gerados pelo XRD em p6 € o
procedimento de ajuste de intensidade do perfil do difratograma introduzido por H. M.
Rietveld para dados de néutron em 1967.

O refinamento de Rietveld utiliza o0 método dos minimos quadrados e pode ser
combinado com anélise de diferenca de Fourier para completar o modelo estrutural. O limite
de complexidade para estruturas que podem ser utilizadas para o refinamento de Rietveld tem
aumentado tanto metodologicamente como experimentalmente: inclusdo de observacGes
geomeétricas; descricbes matematicas mais elaboradas para os formatos dos picos, melhorando
a resolucdo; inclusdo das intensidades de reflexdo permitidas pela simetria; uso de uma
aproximacéo Bayesiana; dentre outros (Rietveld, 1967; 1969; Pawley, 1981; Le Bail, Duroy e
Fourquet, 1988; Sivia e David, 1994; 1.C.D.D., 2013)

E importante lembrar que o refinamento de Rietveld é precisamente isso, uma técnica de
refinamento; o ponto inicial para determinar a célula unitaria vira de outra fonte. Uma fonte
muito acessada e que pode ser utilizada € a Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), que
contém milhares de estruturas inorganicas como referéncia. (1.C.S.D., 2013).

2.5. O método de Refinamento de Rietveld

Os métodos de caracterizacdo fazendo uso da difracdo de raios-X sdo usados para
indexacdo de fases cristalinas, refinamentos de cela unitaria, determinacdo de tamanho de
cristalito, microdeformacéo de rede, analise quantitativa de fases, etc. (Hill e Howard, 1987;
Langford, Louer e Scardi, 2000)

A estrutura de um padrdo tipico de difracdo em pd pode ser descrita pelas posicoes,
intensidades e formas das multiplas reflexdes de Bragg. Cada uma destas componentes
contém informacéo sobre a estrutura cristalina do material, as propriedades da amostra e 0s
parametros instrumentais, assim como visto na
Tabela 3. (Pecharsky, 2005)
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Tabela 3 - InformagGes possiveis de se analisar pelo difratograma gerado por raios-X
(Pecharsky, 2005)

Componente do Estrutura Propriedade da Parametro
padréo Cristalina espeécie Instrumentais
Posicéo do pico Pardmetros de Absorc¢ao; Radiacdo

célula unitaria Porosidade (comprimento de

onda); Alinhamento

da amostra
Intensidade do Parametros Orientacéo Geometria e
pico atdbmicos preferencial; configuracéo
Absorcao;
Porosidade
Forma do pico Cristalinidade; Tamanho do Condicionamento
desordem; defeitos cristalito; tenséo do raio-X

O tamanho do cristalito e a tensdo residual (microdeformagfes) podem entéo ser
analisadas, pela forma do pico, mais precisamente pela sua largura, levando em consideracéo
também a natureza instrumental e as condi¢cfes especificas de cada experimento (largura da
fenda do difratbmetro, a banda de comprimentos de onda emitidos pela fonte, divergéncia
angular do feixe, etc) (Pecharsky, 2005)

Uma vez que se tem uma rotina para o calculo do perfil é necessario escolher o método de
refinamento a ser adotado, a estratégia quase universalmente aceita € a técnica dos minimos
quadrados, que busca minimizar a soma dos quadrados das diferencas entre 0 modelo tedrico
e 0s dados obtidos nas medidas, ajustando os valores de parametros presentes na teoria e
assim encontrar os valores 0timos para estes parametros.

Em 1967-69, Rietveld apresentou um método de refinamento de estrutura cristalina, o
método de Rietveld, uma ferramenta poderosa para analise estrutural da maioria dos materiais
cristalinos na forma de p6 e que hoje € usado para resolver todos os problemas citados
anteriormente (refinamentos de cela unitaria, determinagdo de tamanho de cristalito,
microdeformacgdo de rede, andlise quantitativa de fases), utilizando a técnica dos minimos
quadrados. Para sua aplicacdo, os dados de difracdo sdo usados da maneira que sairam do
difratbmetro, sem sofrer qualquer tipo de alteracdo, o que segue o critério cientifico de que as

observac6es ndo devem ser modificadas para serem analisados. (Rietveld, 1967; 1969)
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A principio o método era aplicado apenas em materiais analisados por difragdo de
néutrons, posteriormente depois de algumas adaptacGes, foi possivel sua aplicacdo também
em medidas obtidas por difracdo de raios-X. No caso de raios-X, diferente do caso de
néutrons, a radiacdo com a qual o método foi originalmente desenvolvido e cujos picos séo
bem modelados por gaussianas, ndo hd nenhuma funcgao simples. Os picos sdo mais proximos
de gaussianas para pequenos angulos de espalhamento e mais préximos de lorentzianas para
grandes angulos. Logo se utiliza a funcdo pseudo-voigt, uma combinacéo linear normalizada
de uma gaussiana com uma lorentziana, como mostra a Equacao 2: (Young, Mackie e Von
Dreele, 1977; Enzo et al., 1988; Louer e Langford, 1988; Madsen e Hill, 1988)

Equacao 2 - Func¢do pseudo-voigt

onde n é um parametro refinado que determina o percentual da contribuicdo de

cada funcéo; L é a funcéo lorentziana e G a funcéo gaussiana.

O refinamento de estrutura pelo método Rietveld consiste em utilizar o método dos
minimos quadrados para encontrar os valores dos parametros estruturais que fazem a
intensidade calculada concordar da melhor forma possivel com a intensidade medida. O
paradigma dos minimos quadrados considera que o melhor ajuste entre um conjunto N de
valores obtidos experimentalmente e uma funcdo modelo , que depende de M
parametros refinaveis , é obtido quando o residuo  é minimizado, este residuo € definido

pela Equacéo 3:

Equacéo 3 - Método dos minimos quadrados

onde o vetor representa os parametros a serem refinados, que sdo seus componentes.
Esta funcdo tem um significado estatistico importante. E possivel mostrar que encontrar o
valor minimo de  equivale a encontrar os valores dos parametros refinados para 0s quais ha
uma maior probabilidade da fungdo modelo coincidir com os dados experimentais
(Press e Teukolsky, 2002)
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Os parametros refinados pelo método dos minimos quadrados sdo divididos em duas
categorias: 0s parametros estruturais sdo aqueles que medem caracteristicas da amostra, como
0s parametros de rede e 0s parametros instrumentais sdo aqueles que nao dependem das
caracteristicas da amostra e sim das condi¢des experimentais. (Teixeira, 2013)

E importante ressaltar que o refinamento precisa seguir uma sequéncia, onde normalmente
0S primeiros parametros a ser refinados, utilizando-se uma amostra padrdo, sdo os
instrumentais: GW, GV, etc. Logo em seguida sdo ajustados os parametros estruturais, 0s
quais estdo relacionados com a amostra: parametros de rede (a, b, ¢) e quando necessarios, 0s
angulos da célula unitaria (o, p e y); posicOes atdmicas (X, y, z), pardmetros térmicos
(isotrépicos ou anisotropicos) e por tltimo GU e GP os quais juntamente com 0 GW e GV sao
parametros de ajustes da largura a meia-altura expressa pela formula de Cagliotti representada
na Equacao 4:(Caglioti, Paoletti e Ricci, 1958)

Equacéo 4 - Formula de Cagliotti

As defini¢bes dos termos do software GSAS que serdo refinados sdo detalhadas a
seguir, de acordo com o manual do GSAS, que é o programa utilizado para fazer o
refinamento:

GU, GV, GW e GP sdo os coeficientes da formula de Cagliotti (modificado com o
alargamento de Scherrer) do componente gaussiana da largura do pico. Onde GV e GW estdo
relacionados com o alargamento inerente ao equipamento e GP e GU estédo relacionados com
o alargamento préprio do tamanho do cristalito.

LX ¢é o coeficiente da componente lorentziana da largura do pico pelo tamanho
isotropico do cristalito.

Sfec e ptec também séo coeficientes da largura lorentziana, mas séo utilizados apenas
no caso de alargamento anisotropico. Stec € associado com o0 componente Y e ptec com
componente X.

Deslocamentos atdmicos (Uisos) - Parametros de vibragéo térmica.

S/L e H/L sé@o termos geométricos que descrevem o alargamento de picos a baixos
angulos, em geral com 26 < 15 graus com radiacdo CuKa (e também o alargamento de picos a
altos angulos com 26 > 165 graus) . Esses termos podem ser calculados dividindo a largura

das fendas divergentes e recepetoras pelo raio do difratbmetro. Esses termos sdo, em geral,
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iguais e devem ser fixadas para um especifico (conhecido) conjunto de fendas e raios de
difratbmetros, ou seja, sdo parametros instrumentais.

Trns é a correcdo para a transparéncia da amostra na geometria Bragg- Brentano. E o
inverso do efeito de absorcdo e na geometria de Bragg- Brentano é zero para amostras muito
absorventes e diferente de zero para amostras pouco ou intermediariamente absorventes.

Shft é a corregdo na posicdo de pico para deslocamento vertical da amostra na
geometria de Bragg- Brentano. Depende fortemente no acoplamento da amostra ao
difratbmetro, entdo um cuidado especial deve ser tomado para evitar este tipo de erro.

Eta é o fator misto Gaussiano-Lorentziano.

SXXX, SYYY e SZZZ séo fatores Lorentzianos de alargamento de microtenséo

anisotropica.

2.6. Tamanho de cristalito e microdeformacdes: equacdo de Scherrer e grafico de
Williamson-Hall

Na metodologia de analise do alargamento dos picos de difracdo, assume-se que O
alargamento total possui trés componentes: tamanho de cristalitos, microdeformacdes
residuais e parametros instrumentais, sendo que cada uma pode ser identificada
separadamente, como mostrado por Dehlinger e Kochendorfer (1939). O tamanho de particula
para cada amostra foi calculado apds o refinamento dos parametros V e W retirados de uma
amostra padrdo para que fossem encontrados os pardmetros instrumentais, posteriormente
cancelando a influéncia instrumental no calculo da largura do pico. O alargamento do pico

resultante do efeito da microdeformacéo residual s, pode ser expresso pela Equacao 5:

Equacéo 5 - Alargamento do pico pela microdeformagéo

onde ¢ é a microdeformacédo e 6 é o &ngulo de Bragg . A componente do alargamento

originada pelos cristalitos, 3¢, pode ser expressa pela Equagéo 6 de Scherrer:(Azaroff, 1968)

Equacéo 6 - Formula de Scherrer
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onde k' é uma constante que depende da reflexdo e da forma do cristal, que geralmente
assume o valor 1, A é o comprimento de onda da radiacédo, D é o tamanho do cristalitoe 6 é o
angulo de Bragg. A largura a meia altura total § ja corrigida serd a soma das duas equacdes,

representada na Equacao 7:

Equacéo 7 - Alargamento total corrigido do pico

Onde o B corrigido é representado pela Equacéo 8:

Equacdo 8 - Largura & meia altura corrigida

E sera 0 mesmo que o Hy da férmula de Cagliotti. A Equacéo 7 pode ser reescrita como

na Equacéo 9:

Equacéo 9 - Equacdo para construcdo do gréfico de Williamson-Hall

que serd a equacdo utilizada para tracar o grafico de Williamson-Hall de uma equacéo
de primeiro grau, como representado na Figura 2, onde Y = —— e X = sen6. (Williamson e

Hall, 1953)
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sen

Figura 2 - Representacdo do grafico de Williamson-Hall

O coeficiente linear da reta dara o valor do tamanho do cristalito, Equacéo 10:

Equacéo 10 - Tamanho do cristalito

E o coeficiente angular dara as microdeformac@es, Equagéo 11:

Equacéo 11 - Microdeformagdes

Tensdo em um material pode causar dois efeitos distintos sobre o difratograma.
Devido & um esforco uniforme, compressivo ou distensivo (macrotensdo), as distancias da
cela unitaria dos cristais vao, respectivamente, diminuir ou aumentar, ocasionando um
deslocamento na posic¢ao dos picos.

Esforcos n&o uniformes estdo relacionados a forcas de distensdo e compressao
simultaneas, as quais resultam em alargamento dos picos difratados em sua posicdo original.
Este fendmeno, chamado de microtensdo em cristalitos ou microdeformacdo, pode estar
relacionado a diferentes causa: deslocamentos, vacancias, defeitos, planos de cisalhamento,
expansdes e contracdes térmicas, etc. A microdeformacdo pode ser entendida entdo como uma

variacdo relativa do parametro de rede ou distancia interplanar causada pelos efeitos citados.
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2.7. Tecido Osseo

Constituinte principal do esqueleto, o tecido dsseo é um tipo especializado de tecido
conjuntivo e realiza vérias fungbes mecanicas e fisioldgicas. A estrutura esquelética tem a
funcéo de suporte, protecdo, determina forma e tamanho corporal e funciona como depdsito
de calcio, fosfato e outros ions, regulando-os nos liquidos corporais. E formado por matriz
0ssea, dividida em matriz inorganica (60% em peso e 40% em volume), matriz organica (30-
32% em peso e 35% em volume) e por células; osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Ha
também os caniculos, que sdo responsaveis pelas trocas de moléculas e ions entre os capilares
sanguineos e os ostedcitos. (Gong, Arnold e Cohn, 1964; Hamill e Knutzen, 1999; Junqueira e
Carneiro, 2008)

Macroscopicamente, verifica-se que o osso € formado por partes sem cavidades
visiveis, 0 0sso compacto, cuja porosidade do volume ocupado por tecido ndo mineralizado €
baixa (5 a 20%) e por partes com muitas cavidades intercomunicantes, 0 0SS0 esponjoso, com
porosidade relativamente alta (40 a 95%). Essa classificacdo é macroscopica e nao
histoldgica, pois o tecido compacto e as trabeculas que separam as cavidades do esponjoso
tém a mesma estrutura histolégica basica. Os ossos podem ser classificados de acordo com a
sua forma em o0ssos longos, curtos, chatos, irregulares e sesamoides. (Hall, 1991; Garnet e
Hiatt, 2003; Junqueira e Carneiro, 2008)

O 0sso compacto praticamente ndo apresenta espacos medulares, tendo sua porosidade
devido aos canais de Harvers e Volkmann e numa menor escala aos espagos caniculares e
lacunas. Sua anisotropia é controlada principalmente pelas orienta¢cdes lamelar e osteonal. O
0SSO esponjoso tem uma estrutura porosa (Figura 3) que protege a medula dssea, atua como
material para manter a forma das finas camadas do 0sso compacto e auxilia na transferéncia
de forgas das cargas que as camadas de 0ssos compactos devem suportar. E modelado como
delgadas espiculas e trabéculas, dispostas de acordo com as solicitacbes mecénicas, tendo, as
trabeculas, espessura variando entre 50 a 300 um e espacos entre elas variando de 100 a 500
um. A dureza e a rigidez podem ser determinadas pela porosidade do osso trabecular e sua
anisotropia pela orientacdo trabecular. (Carter e Hayes, 1977; Cowin, 1986; Morgan e
Keaveny, 2001; Prot et al., 2012)
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Figura 3 - Macroscopia oOtica de 0sso trabecular (6.4x) (Cesar et al., 2013)

Além da porosidade, a estrutura tridimensional do osso trabecular (arquitetura
trabecular) pode variar bastante entre lugares anatdmicos e com a idade. O osso trabecular do
corpo vertebral tende a parecer predominantemente com bastonetes, enquanto o fémur
proximal contém uma mistura mais balanceada de placas e bastdes. Descritores quantitativos
da arquitetura trabecular como espessura trabecular e espagamento trabecular contribuem
independente da porosidade na dureza e rigidez trabecular. Com a idade e também com
doencas, 0 0sso trabecular se torna progressivamente mais fino e pode se tornar perfurado por
cavidades. No corpo vertebral e na tibia proximal, por exemplo, mudancas relacionadas a
idade na arquitetura trabecular incluem um aumento na anisotropia da estrutura trabecular.
(Mosekilde, 1989; Ulrich et al., 1999; Ding et al., 2002)

Os osteoblastos pertencem a categoria geral dos fibroblastos e sdo células tipicas de
tecido conjuntivo inorganico, sintetizam a parte organica da matriz dssea (colageno tipo I,
proteoglicanos e glicoproteinas) e participam da mineralizacdo da matriz ao concentrar fosfato
de calcio. Formam uma estrutura parecida a um epitélio simples e uma vez aprisionada pela
matriz recém-sintetizada, passam a se chamar osteocitos. H4 também o chamado ostedide:
matriz d6ssea recém-formada, ainda ndo calcificada, adjacente aos osteoblastos ativos.
(Ravaglioli e Krajewski, 1992; Junqueira e Carneiro, 2008)

Os osteoclastos sdo células multinucleadas responsaveis pela reabsorcdo 0Ossea, se
aderindo & chamada “zona clara”, onde é secretado acido (H), colagenase e outras hidrolases,
digerindo a matriz organica e dissolvendo os cristais de sais de céalcio. Sua atividade €
coordenada por citocinas e por horménios como calcitocina e possuem origem da fusédo de

células mononucleares da medula dssea. (Anselme, 2000; Jungueira e Carneiro, 2008)
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A parte orgénica da matriz é formada predominantemente (98% em peso) por fibras
colagenas tipo | e uma variedade de proteinas ndo-colagenas, e células compdem os 2%
restantes dessa fase, podendo estas estruturas ter alguma participacdo na mineralizacdo da
matriz. Os ions mais encontrados na parte inorganica da matriz dssea sdo o fosfato e o célcio,
que formam cristais impuros de HA com férmula molecular Ca;o(PO4)s(OH),. H& também
bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato. (Boskey e Marks, 1985; Fratzl et al., 1996;
Ou-Yang et al., 2001; Marcus et al., 2010; Saito e Marumo, 2010; Allen e Burr, 2011; Cundy
e Reid, 2012)

A resisténcia e a rigidez 6ssea estdo relacionadas com a associacdo dos cristais de
hidroxiapatita com o colageno. Para atender os vérios tipos de forca a que estd sujeito, o
material 6sseo deve ser suficientemente rigido, para resistir a for¢as de compresséo, e elastico,
para suportar as forcas de tracdo. Caso o0 0sso for descalcificado, ele ainda mantém sua forma
original, mas se torna flexivel, se 0 componente organico for retirado, por incineracao, por
exemplo, o esqueleto mineralizado ainda mantém sua forma original, mas se torna fragil.
(Capozzo, Marchetti e Tosi, 1992; Garnet e Hiatt, 2003; Junqueira e Carneiro, 2008)

Histologicamente existem dois tipos de tecido 6sseo: o0 imaturo ou primario e o
maduro, secundario ou lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas células e 0s mesmos
constituintes da matriz. O tecido priméario é o que aparece primeiro, tanto no desenvolvimento
embrionario como na reparacdo das fraturas, sendo temporario e substituido por tecido
secundario. No tecido 6sseo primario as fibras colagenas se dispdem irregularmente, sem
orientacdo definida e com menor quantidade de minerais, porém no tecido 0sseo secundario
ou lamelar essas fibras se organizam em lamelas de 3 a 7 um de espessura, que ou ficam
paralelas umas as outras, ou se dispdem em camadas concéntricas em torno de canais com
vasos, formando os sistemas de Havers ou 6steons. O 0sso maduro é uma estrutura altamente
organizada, ndo homogénea, porosa e anisotropica (todas as propriedades fisicas dependem
das direcGes em que sdo consideradas). As lacunas, contendo ostedcitos, estdo em geral
situadas entre as lamelas dsseas, porem algumas vezes estdo dentro delas. Em cada lamela, as
fibras colagenas sdo paralelas umas as outras. Separando grupos de lamelas, ocorre
frequentemente o0 acumulo de uma substancia cimentante que consiste em matriz
mineralizada, porém com muito pouco colageno. Cada sistema de Havers ou ésteon é um
cilindro longo, as vezes bifurcado e formado por quatro a 20 lamelas 0sseas concéntricas. No
centro desse cilindro dsseo existe um canal revestido de enddsteo, o canal de Havers, que
contém vasos e nervos. Os canais de Havers comunicam-se entre si, com a medula e com a

superficie externa de 0sso por meio de canais transversais ou obliquos que atravessam as
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lamelas Osseas, os canais de Volkmann. Estes se distinguem dos de Havers por néo
apresentarem lamelas Osseas concéntricas. Todos o0s canais vasculares existentes no tecido
0sseo aparecem quando a matriz dssea € formada ao redor dos vasos preexistentes.
(Katchburian e Arana, 2004; Jungueira e Carneiro, 2008)

2.8. Remodelamento Osseo

O remodelamento 6sseo, um fendmeno superficial, acontece num equilibrio dindmico,
ocorrendo ao longo da vida, tanto no o0sso cortical como no trabecular e esta sujeito a fatores
locais e sistémicos, incluindo fatores de crescimento, hormonios e estresse. Em condicdes
normais, 0 processo de reabsorcdo seguido por formacédo é intimamente ligado e ndo resulta
em diferenca na massa 6ssea. Enzimas contidas nos lisossomos originados no complexo de
Golgi e ions hidrogénio produzidos pelos osteoclastos sdo transferidos para 0 microambiente
fechado pela zona circunferencial clara, onde atuam confinados do restante do tecido. A
acidificacdo facilita a dissolu¢do dos minerais e fornece o pH ideal para a acdo das enzimas
hidroliticas dos lisossomos. Assim, a matriz é removida e capturada pelo citoplasma dos
osteoclastos, formando buracos que parecem cavidades em corte transversal. Seguindo atras
dos osteoclastos hd uma populacéo de células progenitoras de osteoblastos que logo comecam
a depositar o ostedide, preenchendo a cavidade reabsorvida. No final do processo, um 6steon
estara formado (Katchburian e Arana, 2004; Junqueira e Carneiro, 2008; Hoppe, Gildal e
Boccaccini, 2011; Parfitt et al., 2011)

Os niveis de remodelamento sdo frequentemente avaliados por marcadores
bioquimicos de remodelamento 06sseo, em particular em estudos clinicos, onde uma
velocidade de decomposicao de fibras, minerais e células muito maior que a de formacéao de
tecido novo estd associado a uma acelerada perda de 0sso e origem da osteoporose. Desta
forma, um desbalanceamento nas taxas de formacéo/absorcéo dssea pode aumentar o risco de
fratura. (Biver et al., 2012; Karsdal et al., 2012)

2.9. Osteoporose

A osteoporose é definida pelo National Institutes of Health como uma desordem
esquelética caracterizada pelo comprometimento da resisténcia 6ssea e aumento do risco de

fratura. No mundo, a osteoporose viabiliazou mais de 8.9 milhdes de fraturas anualmente,
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resultando numa fratura osteoporotica a cada 3 segundos. Estima-se que a osteoporose afeta
200 milhGes de mulheres, aproximadamente um décimo das mulheres com 60, um quinto com
70, dois quintos com 80 e dois tercos das mulheres com 90 anos. (Johnell e Kanis, 2006;
Kanis, 2007; N.I.H., 2013)

No Brasil, 10 milhdes de pessoas, aproximadamente uma a cada 17, tem osteoporose.
A prevaléncia de fraturas na vida foi de 37.5% entre homens e 21% entre mulheres. Estas
proporcOes entre brancos, mesticos e negros foram de 29%, 31% e 22%, respectivamente.
Estima-se que 1 em 3 pacientes com fratura no quadril é diagnosticado como tendo
osteoporose, 0s quais apenas 1 em 5 recebe qualquer tipo de tratamento. O impacto
econdmico da fratura osteoporoética de fémur foi estimado em R$ 12 milhdes no periodo entre
julho de 2003 e junho de 2004 no Brasil. (Pastore, 2000; Araudjo, Oliveira e Bracco, 2005;
Siqueira, Facchini e Hallal, 2005)

Fraturas vertebrais podem levar a dor nas costas, perda de altura, deformidade,
imobilidade, aumento no nimero de dias acamado e até redugdo na funcdo pulmonar. Seu
impacto na qualidade de vida pode ser profundo devido a perda de auto-estima, imagem
distorcida do corpo e depressdo. Fraturas vertebrais também tém um impacto significante nas
atividades diarias da vida. (Nevitt et al., 1998; Hall et al., 1999; Lips et al., 1999; Gold, 2001;
Lyles, 2001; Robbins et al., 2001; Tosteson et al., 2001; Adachi et al., 2002; Pluijm et al.,
2002).

O osso trabecular é metabolicamente mais ativo e possui maior densidade celular em
virtude da grande razdo superficie/volume. No estudo de Rubin et. al. ratos osteopénicos
tiveram normalizados a dindmica de remodelamento 6sseo em o0sso trabecular e ndo cortical
devido a sinais de baixa intensidade e alta frequencia, indicando que o 0sso trabecular é o
mais indicado para o estudo de doencas osteometabdlicas, ja que os efeitos sdo notados mais
facilmente. (Rubin et al., 2002)

A coluna é um lugar anatbmico que permite uma melhor predicdo de osteoporose,
sendo que prediz tdo bem ou até melhor do que utilizando, por exemplo, os 0ssos do quadril.
Além disso, a vértebra L1 é onde ocorre 0 maior numero de fraturas e € uma das indicadas
dentre as lombares de 1 a 4 para o estudo da osteoporose. Sabe-se também que por mais que
medidas de BMD possam prever risco de fratura, elas ndo podem identificar individuos que
terdo fratura, corroborando com nossos estudos que dizem que métodos complementares sdo
necessarios para dar suporte a analise de osteoporose. (Deborah, Olof e Hans, 1996; Hans et
al., 2006)
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Existem diversos fatores que se relacionam com o fator de risco de fraturas
osteopordticas como idade, sexo e histdria de fraturas. Alguns fatores estdo relacionados com
a quantidade 6ssea, como a BMD. Para avaliar o estado de 0sso e diagnosticar osteoporose, a
densitometria 0ssea por DEXA (Dual-Energy X-ray Absorptiometry) é amplamente aceita
como o método referéncia para medir a BMD, expresso em T-scores, variavel que toma como
referéncia o valor da BMD média do pico de massa 6ssea em adultos jovens padrdo, expressa
em valor absoluto, demonstrada na Equacédo 12. (Kanis et al., 1994; W.H.O., 1994; Podr et
al., 1995; Cummings Sr, 2002)

BMD) ... —(BMD
T —score(SD) = (BMD) s~ (BMD)s
(SD)sy

Equacao 12 — Férmula matematica para determinacdo do T-score
Sendo BMD - densidade mineral 6ssea; SD — desvio padrdo; SJ — mesmo sexo e paciente
jovem.

Estudos mostraram que o risco de fratura aumenta por um fator de 1.5-3.0 para cada
diminuicdo unitaria no desvio padrdo. Para diagnosticar e padronizar esses valores, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a National Osteoporosis Foundation (NOF),
desenvolveram niveis operacionais que definem a quantidade de perda de massa Ossea.
Considera-se T-score acima de -1,0 “normal”, entre -1 a -2,5 “osteopenia”, enquanto T-score
abaixo de -2,5 refletiria “osteoporose”. (Deborah, Olof e Hans, 1996; W.H.O., 2001; Johnell
et al., 2005; Hans et al., 2006; N.O.F., 2013)

Profissionais tém assumido que todos os pacientes com T-score muito baixos tem
osteoporose, entretanto o T-score € derivado de uma populacdo de mulheres brancas a partir
dos 60 anos, ou seja, em outras populagdes o T-score ndo é acurado. A percepgdo das
discrepancias entre densidade e resisténcia 6ssea comecou com o uso de fluoreto de sddio
para tratar osteoporose, que deveria aumentar a massa 0ssea (densidade), mas deixou-0 mais
fragil, aumentando o risco de fratura vertebral, aléem de outras drogas anti-reabsor¢do dssea
gue causaram o mesmo efeito. Porque a BMD é um indicador de risco de fratura limitado, o
interesse clinico e cientifico tem aumentado em medidas complementares que poderiam
melhorar a predicéo do risco de fratura. (Kleerekoper e Balena, 1991; Deborah, Olof e Hans,
1996; Bouxsein, 2003; Qu et al., 2005; Miller, 2006)

H& um interesse crescente no uso das medidas de ultrassonometria quantitativa
(QUS) para avaliagdo ndo-invasiva de risco de fratura osteopordtica, pois o ultrassom pode

dar informac6es ndo s6 sobre a BMD, mas também sobre a arquitetura e a elasticidade. Além
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disso, QUS ¢ barato, versétil, livre de radiacdo ionizante e prevé fraturas osteoporéticas em
senhoras tdo bem quanto DEXA. (Njeh et al., 1999; Khaw et al., 2004; Marin et al., 2006)

Ainda assim, estamos na esfera da BMD, e técnicas de absorbancia tém alta
especificidade, mas baixa sensibilidade. Uma pessoa com BMD normal, eveltualmente sofria
fraturas no cotidiano, e reciprocamente, uma pessoa com BMD na faixa osteoporoética, ndo
tinha fraturas. Devido a estes paradoxos no tratamento, um termo se tornou popular no
comeco de 1990, e desde entdo o conceito de resisténcia 6ssea ampliou além de somente
densidade, agregando caracteristicas chamadas de qualidade dssea. Dentre estas propriedades
que fazem o osso resistir as fraturas temos: microarquitetura, conectividade trabecular e
afinamento, porosidade, reducdo do nimero de trabéculas, transformacdo das trabéculas da
forma de placa para haste, microfraturas, geometria 6ssea, tamanho e composicdo do cristal
na matriz inorganica, remodelamento dsseo e mineralizacdo. (Van Der Linden et al., 2001;
Van Der Meulen, Jepsen e Miki¢, 2001; W.H.O., 2001; Parfitt, 2002; Qiu et al., 2005; Zebaze
et al., 2005; Genant e Jiang, 2006; Viguet-Carrin, Garnero e Delmas, 2006; Gourion-
Arsiquaud et al., 2009; Licata, 2009; N.I.H., 2013; N.O.F., 2013)

A combinacdo de informacdes da densidade advindas da arquitetura pode melhorar a
predicdo para 94%. A qualidade 6ssea ou microarquitetura trabecular é responsavel por cerca
de 30 a 50% da resisténcia mecanica. Portanto, a densidade Ossea ainda é o principal
determinante da resisténcia mecénica do 0sso e do risco de fraturas, mesmo ndo sendo
satisfatorio na predicdo do risco da fratura osteoporética em exames de densitometria dssea.
(Kleerekoper et al., 1985; Turner et al., 1990; Dempster, 2003; Helgason et al., 2008; Riggs
et al., 2008)

2.10. Ultrassonometria 0ssea de calcaneo

Numerosos estudos comparativos avaliam a relagdo entre os parametros de QUS e a
BMD medida pelo padrdo ouro (DEXA). Valores de QUS podem refletir a densidade éssea ou
a arquitetura ou mesmo outras propriedades do o0sso além da densidade. Os trabalhos
anteriores mostraram uma boa relacdo entre 0 QUS medido no calcaneo e 0 BMD medido
também no calcaneo pelo DEXA, mas uma correlacdo mais pobre entre 0 QUS do calcaneo e
medidas de BMD de outros lugares. Entretanto, apesar da baixa correlagdo nos outros lugares
do esqueleto, QUS mostrou-se ser uma ferramenta valida para prever fraturas osteoporoticas,

independentemente de associacdes com a densidade 0ssea. O calcaneo € o lugar mais popular
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por diversas razdes: possui 90% de osso trabecular, tendo um maior remodelamento 6sseo que
0 0sso cortical devido a razdo de superficie/volume; é acessivel; e as superficies laterais sdo
relativamente bem planas e paralelas, reduzindo erros de reposicionamento. (Waud, Lew e
Baran, 1992; Faulkner et al., 1994; Salamone et al., 1994; Ross et al., 1995; Turner et al.,
1995; Aguado et al., 1996; Hans et al., 1996; Yeap et al., 1998; Kwok et al., 2012)

A ultrassonometria 0ssea baseia-se na determinacdo de parametros relacionados com
duas propriedades que sdo modificadas ao atravessar o material: a atenuagdo do ultrassom no
0sso (BUA) e a velocidade aparente da propagacédo da onda ou velocidade do som (SOS), que
podem ser avaliados em diferentes regibes como tibia, metacarpos, calcaneo e falanges.
(Cortet et al., 2004)

BUA esta baseado na perda de energia para 0 meio e inclui diversas variaveis, como
absorcéo, espalhamento, difracdo, refracdo e conversdo. (Webb, 1988; Njeh et al., 1999)

Em aparelhos comerciais, as medidas de velocidade sdo feitas por métodos de
transmissdo, no qual um transdutor age como transmissor e 0 segundo como receptor, sendo
aplicado para medidas quantitativas de densidade 6ssea. Neste método a velocidade do
ultrassom no meio pode ser calculada dividindo a distancia de propagacdo pelo tempo de
transito correspondente. No nosso caso, as medidas quantitativas foram feitas no calcaneo
usando o método de transmissdo e utilizando, para calcular a velocidade, o método de
velocidade em tempo de véo (TOF) com uma separa¢ao fixa dos transdutores (método axial).

Equacdo 13 — Expressdo matematica para determinacéo da velocidade de tempo de v6o

X é espessura do calcaneo incluindo tecido mole, V,, é a velocidade do ultrassom na agua e At

é a diferenca no tempo de transito com e sem a amostra.

2.11. Microscopia 6tica e eletrbénica de varredura

A microscopia oOtica & uma técnica rotineira e de baixo custo destinada a caracterizar
materiais em pequena escala, entretanto é limitada em sua resolugdo pelo comprimento de
onda da luz. A ampliacdo da imagem é feita pela combina¢do de um conjunto de lentes
(ocular e objetiva), por meio da luz refletida na superficie polida. A luz visivel usada em
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microscopios 6ticos tem comprimentos de onda variando entre 400 e 700 nanémetros. Com a
presenca de aberracOes esféricas, estes comprimentos de onda se traduzem em resolucdes de
um a dois micrébmetros. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) usa elétrons ao inves
da luz para gerar as imagens, sendo limitada entdo pelo comprimento de onda dos elétrons,
que na energia padrdo de 5 keV é de apenas 0.55 nm. Com a presenca de outros fatores
limitantes, como também aberragdes nas lentes, a resolucdo gerada fica na ordem de alguns
nandmetros. As caracteristicas que precisam ser vistas neste estudo sdo da ordem de alguns
micrébmetros em espessura, sendo muito pequeno para ser medido precisamente com
microscopia Otica. (Brundle, 1992; Howell e Boyde, 2003; Egerton, Li e Malac, 2004;
Roschger et al., 2008; Roschger et al., 2010)

Esta técnica permite caracterizar a morfologia e a composicao da superficie de 0ssos,
além de permitir observacdes de tamanhos de trincas, fraturas, diametro de poros e topografia
de superficie. Seu funcionamento se baseia em um feixe de elétrons que passa por bobinas de
varredura que é focado e escaneado através da superficie do material, fazendo os elétrons
interagir com os atomos. A corrente que passa pelas bobinas de varredura sincronizada com as
bobinas de deflexdo de um tubo de raios catddicos produz uma imagem aumentada. Para
andalise da microestrutura podem ser usados trés tipos de sinais gerados: elétrons secundarios
(SEs), elétrons de retroespalhamento (BSES) e raios-X. As imagens de SE sdo geradas quando
um elétron incidente transmite parte de sua energia para um atomo do material, causando a
emissdo de um elétron ionizado de baixa energia. O sinal surge da superficie do material e
fornece detalhamento topografico em uma resolucdo de aproximadamente 20nm. As imagens
dos BSEs sdo geradas quando um elétron incidente colide com um &omo no material e é
espalhado “de volta”. A intensidade do sinal dos BSEs é proporcional ao nimero atémico e
possui resolucéo espacial de aproximadamente 1 um. (Brundle, 1992; Howell e Boyde, 2003;
Egerton, Li e Malac, 2004; Roschger et al., 2008; Roschger et al., 2010)

Desta forma, o MEV fornece uma imagem altamente magnificada da superficie do
material que é similar ao que se observaria se uma imagem otica fosse possivel em tal escala.
E importante lembrar que, embora similar, as imagens por MEV possuem algumas diferencas,
como por exemplo, no caso dos SEs, no qual o brilho da imagem em uma area é dependente
do ndmero de elétrons que chegam ao detector. Enquanto este € o motivo que 0s SEs podem
gerar imagens tridimensionais precisas, pode também levar ao chamado “efeito de borda” na
qual as bordas muito abruptas da amostra podem aparecer anormalmente brilhantes. (Brundle,
1992; Howell e Boyde, 2003; Egerton, Li e Malac, 2004; Roschger et al., 2008; Roschger et
al., 2010)



39

A microanalise por espectrometria de energia dispersiva (EDS) envolve avalia¢fes de
raios-X com energias caracteristicas dos dtomos no material emitidas quando um elétron
incidente atinge a superficie da amostra. Estas analises geram mapas de distribuicdo de
elementos, como Ca, P, F e Sr dentro do material, fornecendo informacdo quantitativa de
composicdo que pode ser usado em harmonia com as imagens geradas pelos SEs para
relacionar a topografia lamelar, espacos de reabsor¢do e microfraturas, assim como foi visto
em diversos estudos, principalemente para a analise das proporcdes de célcio e fésforo.
Observa-se que diferente da microscopia 6Otica, 0 MEV pode danificar a amostra, devido a
interacdo do feixe de elétrons incidentes, a qual pode ser usada na aquisi¢do de informacdes
da natureza do material. (Brundle, 1992; Fountos et al., 1998; Howell e Boyde, 2003;
Egerton, Li e Malac, 2004; Roschger et al., 2008; Roschger et al., 2010; Kourkoumelis,
Balatsoukas e Tzaphlidou, 2012)

2.12. Microidentacéo

Testes de identacdo classicos podem ser usados para testar as propriedades materiais do
tecido 6sseo numa escala meso a micro. Nesses ensaios, um indentador rigido € pressionado
com uma forca conhecida e a area da impressdo resultante é estimada oticamente. E a
resisténcia que o material oferece a deformacdo plastica, de acordo com a Equacao 14 para o

caso da microdureza Knoop.

Equacéo 14 - Calculo da microdureza Knoop (Callister Jr, 2000)

As propriedades mecanicas dependem da microestrutura e podem ser avaliadas pelos
seus valores de dureza ou microdureza. O 0sso pode ser visto como um material composto,
possuindo cristais de hidroxiapatita e colageno. Neste tipo de material ha indicativos de que a
sua resisténcia ao escoamento esta relacionada com seus valores de microdureza. Podemos
mencionar dois tipos de microdureza: Vickers e Knoop, cada uma delas utilizando
penetradores especificos e cobertos por normas. A microdureza Knoop ndo sofre muito o
fendmeno da recuperacao elastica, mas ela € muito sensivel a orientacdo da superficie da
amostra (anisotropia) por conter a diagonal maior mais alongada que a Vickers. Desta forma,

ela é utilizada em varios estudos para analisar a microdureza de diversos tipos de 0ssos
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(Souza, 1982; Ziv, Wagner e Weiner, 1996; Li e Aspden, 1997; Moran et al., 2007; Boivin et
al., 2008; Zysset, 2009)
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3 Materiais e Métodos

3.1 Aspectos éticos

A coleta das amostras seguiu procedimentos estabelecidos e aprovados pelo protocolo
de pesquisa n° 408/11 do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (Anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de S&o Carlos (Anexo B)

3.2 Materiais

Foram removidas cirurgicamente nove veértebras lombares (L1), trés normais, trés
osteopénicas e trés osteopordticas de cadaveres humanos 12 horas post-mortem no Servico de
Verificacdo de Obito (SVO) do Hospital das Clinicas de S&o Paulo - SP.

3.3 Pre-selecdo das amostras

Antes da coleta do material, as amostras foram pré-divididas em trés grupos: normal,
osteopénico e osteoporotico, feita através de QUS, usando o equipamento Aquilles Insight
(GE Medical Systems Lunar). Esta pré-selecao foi feita ao passo que os cadaveres chegavam,
antes de os técnicos em necropsia comecassem a autopsia. Cada pé de cada cadaver era
colocado no equipamento e medidas em triplice eram efetuadas, calculando-se a média de
cada pe e a média total. Preferiou-se cadaveres mais velhos, pois tinham maior probabilidade
de terem osteoporose, ja ndo podiamos avaliar todos os cadaveres para ndo interferir no

trabalho dos técnicos.
3.4 Preparacéo e caracterizagdo das amostras

No Instituto de Ortopedia e Traumatologia (IOT) do Hospital das Clinicas (HC) na
cidade de S&o Paulo, especificamente no laboratorio de biomecanica, as amostras foram
extraidas axialmente de corpos vertebrais congelados por meio de uma broca trefina pds

procedimento cirurgico de dissec¢do e foram padronizadas em formato cilindrico de (10x20)
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mm. A medula 6ssea foi extraida por um processo de lavagem e a amostra foi mantida imida
com soro, congelada em -20 °C.

Para analise por microscopia de luz (Leitz modelo DM-RX — Leica) e por microdureza
(VMHT-MOT - Leica), ambos no laboratério de Transformacéo de Fase no Departamento de
Engenharia de Materiais da USP S&o Carlos, as amostras foram desidratadas em estufa a 37
°C em um periodo de 24 h, para ndo degradar as fibras de colageno, fixadas em resina epdxi
(Cristal T-280), lixadas e posteriormente polidas com alumina 0.05 pum. No microdurometro
utilizou-se uma forca de 15 gf e no microscopio de luz as imagens foram digitalizadas (Motic
Image Plus 2.0).

As amostras analisadas por MEV (Zeiss Leo 440 — Cambridge, Inglaterra) no Instituto
de Quimica de Sdo Carlos, estavam sem medula 0ssea, desidratadas, secas, com formato
cilindrico de (5x10) mm e recobertas com carbono e ouro (aproximadamente 20 nm).

Para analise por EDS (EDX - Shimadzu) no Laboratorio de Tribologia e Compdsitos da
Engenharia Mecéanica da USP Sdo Carlos e DRX (Siemens D5005 - Alemanha) no
Laboratério de Caracterizacdo Estrutural da UFSCar, as amostras foram fervidas a
aproximadamente 100°C em perdxido de hidrogénio para degradar toda a parte organica e
fragilizar a estrutura e depois descontaminadas em agua Milli-Q a temperatura ambiente. Em
seguida elas foram para a estufa a 100°C por 24h e por fim pulverizadas em almofariz. Foram

feitas medidas em triplice de cada amostra e calculou-se a média por amostra.

3.5 Parametros utilizados no DRX e para o método de Rietveld

O DRX de p6 possui poténcia de 40 kV e 40 mA, radiacdo de cobre k-a € comprimento
de onda A=1.54056 A e as amostras foram analisadas em um angulo 6/20 de 20 a 70 graus,
passo de 0.02° de 10 segundos cada, usando o software EVA em seguida para fazer o search
match.

Os difratogramas obtidos pelo DRX foram refinados utilizando o método de Rietveld,
através do software GSAS utilizando a interface do EXPGUI. Utilizou-se o programa ConvX
para converter os dados para o formato aceito pelo programa GSAS e o ICSD para adquirir o
arquivo .cif (difratograma padrdo do banco de dados) da hidroxiapatita. Foi utilizado um
padrdo de quartzo para calibrar o software ao aparelho, refinando células unitarias,
Deslocamentos atomicos (Uisos), fator de escala, a radiacdo de fundo (background), shft,
GW, GV, GU, LX, S/L e H/L. Para refinar os difratogramas, utilizou-se a funcdo Shifted

Chebyschev com dez termos para considerar a anisotropia do osso (Figura 4) e foram
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refinados a célula unitéria (Figura 5), os Deslocamentos atémicos (Uisos) (Figura 5), o fator

de escala (Figura 6), a radia¢do de fundo (background) (Figura 4), o shft (Figura 7), o GU

(Figura 7), o GP (Figura 7), o ptec (Figura 7), o sfec (Figura 7), o LX (Figura 7) em ciclos

de 10 (Figura 8) com Marquardt Damping igual a 1 (Figura 8) e corrigiu-se os efeitos

causados pela orientagéo preferencial utilizando-se o modelo de March-Dollase para os planos
hkl1(211),(121)e(112).(Figura9)

7§ EXPGUI interface to GSAS: C:/GSAS/Trabalhos/Mestrado/Normal/2420/... — O
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Figura 9 - Correcéo dos efeitos causados pela orientacéo preferencial utilizando-se o modelo
de March-Dollase nos planos (hkl) iguala (21 1), (121)e (11 2).

Utilizou-se o programa Crystal Maker® (CrystalMaker Software Ltd. - Inglaterra) para
construir uma representacéo da célula unitaria hexagonal da hidroxiapatita.
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4 Resultados e Discussdes

4.1. Analises por Ultrassonometria

Coletou-se através do nimero de SVO do cadaver dados com relacdo a idade, altura e
peso e pelo equipamento Aquilles Insight (GE Medical Systems Lunar), dados quantitativos

em triplice, onde a média dos T-score esta representada de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Classifica¢do dos grupos pela analise de ultrassonometria de calcaneo

Grupo Idade Altura Peso T-score
Normal 1 67 1,69 46 -0,067
Normal 2 64 1,73 72,2 0,383
Normal 3 81 1,54 45 -0,183

Osteopénico 1 68 1,63 42 -1,383
Osteopénico 2 85 1,75 56 -1,517
Osteopénico 3 82 1,78 70 -1,333
Osteoporotico 1 86 1,61 42 -2,767
Osteoporotico 2 79 1,39 25,4 -2,883
Osteoporotico 3 68 1,7 84 -2,750

Estes valores de T-score representam uma indicacdo do quadro clinico dos individuos
entre 64 a 86 anos, sendo apenas uma referéncia para separar e correlacionar os grupos, ja que
o T-score se relaciona apenas 0 BMD. Entretanto, com o auxilio das outras analises percebeu-

se que a predicgéo pela ultrassonometria se confirmou.

4.2. Microscopia Otica

Observou-se a integridade de trabéculas, tamanho de trincas e fraturas e a organizagdo
lamelar Gssea entre os trés grupos, sendo selecionado um normal, um osteopénico e um
osteopordtico. Na Figura 10a) observa-se lamelas bem organizadas, compostas por fibra de
colageno e camadas de hidroxiapatita intercaladas no formato geométrico da trabécula. Na
Figura 10b) temos o inicio da degradacdo lamelar e a apari¢do de trincas, como a indicada,

com aproximadamente 145 pum. J& na Figura 10c) temos o desenvolvimento das trincas em
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fraturas bem aparentes e com bordas degradadas, representada pela fratura medida com
abertura méxima de aproximadamente 81 pum. As trabéculas apresentavam diametros que
variam em torno de 50 a 200um, e poros formados pelos ostedides entre 3 e 8um, com canais
de Harvers e Volkmans entre 10 a 25 pm.

3 pm 2

il 78'08

Figura 10 - Microscopia 6tica do osso trabecular de vértebra humanas fixadas em resina
epoxi e polidas: a) Normal; b) Osteopénica; ¢) Osteoporética

Por ser considerado um material compdsito, a componente mineral atribuiu ao material
tendéncia a fratura fragil (Figura 10b-c)), no entanto, devido & organizagdo em camadas das
fibras de colageno, a fratura se propaga paralela as suas linhas, e quanto menor sua

organizacdo, mais irregular é sua propagacéo de trinca, observado para o grupo osteoporotico.

4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Observou-se relagbes entre trincas, fraturas, densidade trabecular com ou sem
formacéo de placas, conectividade e tamanho de poros nos trés grupos, sonde selecionado um
normal, um osteopénico e um osteoporotico. Para 0ssos normais (Figura 11a) e Figura 12a))
a microarquitetura era constituida por poros regulares arredondados, maior conectividade,
namero trabecular, e presenca de placas espessas e bem organizadas.
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Figura 11 - Microscopia eletronica de varredura do 0sso trabecular de vértebras humanas

fixadas em resina epoxi e polidas: a) Normal; b) Osteopénica ; ¢) Osteoporotica

Figura 12 - Microscopia eletronica de varredura do 0sso trabecular de vértebras humanas: a)

Normal; b) Osteopénica; ¢) Osteoporética

Em ossos osteopénicos (Figura 11b) e Figura 12b)) foi observado a existéncia de
inicio de fraturas fragil causadas por carregamentos axiais ou cisalhantes, afinamento das
trabéculas e a inexisténcia de conexdes do tipo placa. Por fim, em o0ssos considerados
osteoporéticos (Figura 11c) e Figura 12c)), notou-se trincas e fraturas com maior
irregularidade, pouca conectividade, afinamento das trabéculas e deterioracdo da
microarquitetura.

4.4. Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Os valores encontrados para a proporcao de célcio e fosforo estdo representados na
Tabela 5 e também na Figura 13.
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Tabela 5 - Proporcéo de célcio e fosforo nos 3 estados do 0sso

Normal Osteopénico Osteoporo6tico
Amostra 1 1,91 1,80 1,68
Amostra 2 2,13 1,80 1,73
Amostra 3 2,03 1,82 1,78
Média 2,02 1,81 1,73
Desvio Padrao 0,11 0,01 0,05
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Figura 13 - Proporcéo de célcio e fosforo em cada grupo

A proporcdo de Ca/P é maior para 0Ss0S normais, € quanto maior a proporcdo de
calcio e fosforo, até um ponto critico, menor a tendéncia de acontecer a ruptura como visto
por Fountos, et. al.(1998) e por Kourkoumelis, et. al (2012), devido a provaveis substitui¢oes
dos ions calcio devido ao desbalanceamento do remodelamento 6sseo (Costa et al., 2009),
diminuindo sua a quantidade e aumentando a desorganizacdo das células unitarias em 0ssos
osteopénicos e osteoporaticos. Esta perda deixa o 0sso menos rigido (Garnet e Hiatt, 2003;
Junqueira e Carneiro, 2008), o que foi confirmado com nossos ensaios de microdureza e a
desorganizacdo provavelmente causou o0 aumento nas microdeformacdes.(Fountos et al.,
1998; Garnet e Hiatt, 2003; Jungueira e Carneiro, 2008; Costa et al., 2009; Kourkoumelis,
Balatsoukas e Tzaphlidou, 2012)
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4.5. Microdureza (HK)

Os valores avaliados para microdureza Knoop (HK) estdo representados nas tabelas

Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8 e também na Figura 14.

Tabela 6 - Medidas das amostras normais

Amostra Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média
1 30,7 30,7 30,6 30,67
2 28,2 28,8 32,9 29,97
3 30,1 33,9 26,5 30,17

As amostras de 0ssos normais resultaram em uma média de 30,27 e desvio padrdo de
0,36, resultando no valor de 30,27+0,36 HK

Tabela 7 - Medidas das amostras osteopénicas

Amostra Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média
1 26,8 27,9 24 26,23
2 27,3 26,9 23,3 25,83
3 28,9 26,6 24,4 26,63

As amostras osteopénicas em nimero de trés resultaram em uma média de 26,23 e
desvio padrédo de 0,40, resultando no valor de 26,23+0,40 HK

Tabela 8 - Medidas das amostras osteoporoticas

Amostra Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média
1 22 23,2 20,4 21,87
2 23,4 22 19,4 21,6
3 20,3 20,9 19,4 20,2

As amostras de 0ssos osteoporoticos resultaram em uma média de 21,22 e desvio
padréo de 0,89 = 21,22+0,89 HK

As médias e seus respectivos desvios padroes estao representadas na Figura 14.
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Figura 14 - Microdureza na escala Knoop para cada grupo

Observou-se que 0ssos osteopordticos correspondem a valores menores de
microdureza quando comparado aos normais corroborando com os estudos de Li, et al (1997),
Moran et. al. (2007) e Boivin et. al. (2008). Quanto maior a microdureza, maior a resisténcia a
deformacdo, de acordo com Ferrante (1996), o que condiz com a realidade de 0ssos
osteoporaticos, que fraturam com maior facilidade. Além disso, como vimos no EDS, temos
menos calcio, causando uma diminuic¢do na dureza, assim como quando colocamos um 0Sso
na coca-cola, tornando-o flexivel, ou seja, menos duro. (Ferrante, 1996; Li e Aspden, 1997,
Moran et al., 2007; Boivin et al., 2008; N.1.H., 2013)

4.6. Difratometria de Raios-X (DRX) e o méetodo de Rietveld

Representado na Figura 15, o espectro de difratometria de raios-X de 0ssos normal,
osteopénico e osteopordtico, observando-se 0s picos da hidroxiapatita, sem mais nenhuma
fase presente e grupo espacial hexagonal P63/m, préprio de cristais de hidroxiapatita.
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Figura 15 - Difratometria de raios-X de um de cada tipo de 0sso, sendo o primeiro de cima
para baixo normal, o segundo osteopénico e o terceiro osteoporético

Embora geralmente ndo seja possivel identificar visualmente, sabe-se que 0s picos
normais sao menos largos que 0s osteopénicos e 0s osteoporaéticos, ja que os tamanhos de
cristalitos sdo maiores, decorrente das equacdes Equacéo 4 e Equacgdo 9. Na Figura 16 tem-
se a comparacao dos trés tipos de 0ssos. Este &€ um caso extremo que foi possivel construir,
mas como dito anteriormente, geralmente ndo se é possivel diferencia-los visualmente.
(Williamson e Hall, 1953; Caglioti, Paoletti e Ricci, 1958)
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Figura 16 - Difratograma comparativo dos trés tipos de 0ssos

Produziu-se o sélido de Bravais da estrutura tridimensional hexagonal da
hidroxiapatita através do programa Crystal Maker, como visto na Figura 17.
Aparentemente o0s grupos O-H estdo localizados nas quinas da célula unitaria do

cristal, enquanto os a&tomos de Ca, P e O estdo localizados dentro do volume onde a=b#c, com
angulos a=p=90° e y=120°.

Figura 17 — Estrutura cristalina do 0sso, sendo: O = vermelho, Ca =azul e P = cinza;
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Pelo método de Rietveld foi possivel encontrar os tamanhos de cristalitos, como visto
na Tabela 9 e na Figura 18 e as microdeformacdes, conforme Tabela 10 e Figura 19.

Tabela 9 - Tamanho do Cristalito para cada grupo

Grupo Tamanho do Cristalito (A) Desvio Padréo
Normal 669,34 27,70
Osteopénico 467,38 65,99
Osteoporotico 213,01 86,00
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Figura 18 - Tamanho do cristalito nos diferentes grupos
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Tabela 10 - Microdeformacao em cada grupo

Grupo Microdeformacéo Desvio Padrao

Normal 5,41 1,58
Osteopénico 11,48 1,57
Osteoporatico 16,88 1,42

20

= =
£ ()]
L. 1

[N
N
1

=
o
1

Microdeformacéao
(o)
|

0 I ! I ! I
Normal Osteopénico Osteoporotico

Grupos

Figura 19 - Gréafico em colunas da microdeformacéo em cada grupo

Encontrou-se 0ssos normais com tamanhos de cristalitos maiores que 0s osteopénicos
e 0s osteoporaticos e a variacdo relativa do parametro de rede ou distancia interplanar causada
pelos defeitos (microdeformacéo), ao contrario do tamanho do cristalito, possuem uma média
menor para 0S 0SS0S normais, quando comparado aos osteopénicos e osteoporoticos. Uma
possivel explicacdo seria que o aumento da microdeformacdo (desordem) ocorreu porque para
0sS0S osteoporoticos, vamos ter uma quantidade maior de trocas de ions aleatdrios, pois assim

como ocorre o desbalanceamento do remodelamento 6sseo devido a falhas inerentes ao
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envelhecimento, ocorre também a adicao de ions diferentes na célula unitaria. Com o aumento
da desordem no cristalito, e sabendo da literatura que ha preferéncia por ions de raio atbmico
menor, teremos a diminuicdo do tamanho do cristalito. Ao diminuir, ha possibilidade de
tornar os cristalitos mais compactos, 0 que novamente ird aumentar a microdeformacao, que é
a mede também a tensdo interna, ou tensdo residual no cristalito. (Suzuki, Hatsushika e
Hayakawa, 1981; Suzuki, Hatsushika e Miyake, 1982; Legeros e Legeros, 1984; Suzuki,
Ishigaki e Miyake, 1984; Xu, 1994; Costa et al., 2009; Noor, 2013)
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5 Conclusao

A microarquitetura 0ssea das veértebras de 0ssos secos trabeculares pdde ser avaliada
pelos métodos: microscopia de luz, microscopia eletrnica de varredura, EDS, microdureza e
difratometria de raios-X com refinamento de Rietveld. A caracterizacdo microestrutural dos
cristais de hidroxiapatita em 0ssos secos trabeculares permitiu diferenciar os trés tipos de
0ss0s (normal, osteopénico e osteporoético) e hé potencial em usa-lo como um novo método de

detec¢do de osteoporose, com énfase na qualidade dssea.
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