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RESUMO

O principal avanco na area de biomateriais tem ocorrido em diversos paises decorrente do
aumento da populacdo e, consequentemente, da expectativa e qualidade de vida desta.
Decorrente disto, doencas relacionadas a perdas 6sseas, assim como, a osteoporose ganha lugar
de destaque, e com isso a procura por biomateriais que sejam compativeis com o corpo humano
estdo cada vez maiores. As cerdmicas de fosfato de calcio tém se destacado entre as
denominadas bioceramicas, por apresentarem menores indices de rejeicdo quando entram em
contato com o tecido humano. A hidroxiapatita é a biocerdmica mais empregada ultimamente
na area médica devido a sua alta bioatividade, sendo diversos 0s métodos para sua obtencao,
fazendo com que a mesma alcance diversas propriedades para assim, se adequar da melhor
forma decorrente de onde sera usada. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi produzir e
caracterizar microestruturalmente hidroxiapatita nas molaridades de dilui¢do do acido fosférico
e do hidroxido de amdnio em 0,5; 1,0 e 1,5 molares, tendo como precursor de calcio o hidréxido
de célcio sintético, utilizando a técnica de precipitacdo pelo método via Umida, por reacdo
acido-base para a sintese da HA. O material obtido foi calcinado a uma temperatura de 900°C.
Caracterizou-se o p6 obtido por DRX, FTIR, MEV e EDS. O método permitiu a obtencéo de
po estruturado de fosfato de célcio de onde foi obtido a hidroxiapatita. Durante o processo de
caracterizacdo, foi possivel observar nas analises de DRX que todas as amostras exibiram boa
cristalinidade, porém amostras sintetizadas a 1,0 e 1,5 molares apresentaram picos mais
intensos e estreitos em comparagdo com a amostra sintetizada a 0,5 molar, sugerindo que a
concentracdo interfere na formacdo dos grdos. Também foi possivel observar nas analises de
FTIR a presenca de bandas que caracterizam a fase HA, mostrando grupamentos de PO4* e OH
em maior intensidade e COs?* e H,O em menor intensidade. Foi possivel observar ainda nas
imagens de MEV, particulas de HA aglomeradas em todas as amostras, porém, amostras
sintetizadas a 0,5 e 1,5 molares mostraram particulas mais dispersas e com cristalitos de
tamanhos relativamente menores em comparagao a amostra sintetizada a 1,0 molar sugerindo
que a molaridade interfere também na producdo de grdos. Com isso, O método de sintese por
via Umida, com reacdo &cido-base, nas molaridades de diluicdo do &cido fosforico e do
hidroxido de amonio em 0,5; 1,0 e 1,5 molares, a 900°C de calcinagdo, mostrou-se satisfatorio

para obtencédo da hidroxiapatita (HA).

Palavras-chave: Hidroxiapatita. Sintese. Molaridade. Caracterizagdo. Cristalinidade.



ABSTRACT

The main advance in the area of biomaterials has occurred in several countries due to the
increase of the population and, consequently, of its life expectancy and quality. As a result,
diseases related to bone loss, such as osteoporosis, are gaining prominence, and thus the demand
for biomaterials that are compatible with the human body is increasing. Calcium phosphate
ceramics have stood out among the so-called bioceramics, for presenting lower rates of rejection
when they come into contact with human tissue. The hydroxyapatite is the most used
bioceramic lately in the medical area due to its high bioactivity, and there are several methods
to obtain it, making it to reach several properties in order to adapt in the best way to where it
will be used. Thus, the objective of this study was to produce and microstructurally characterize
hydroxyapatite in dilution molarities of phosphoric acid and ammonium hydroxide in 0.5, 1.0
and 1.5 molar, having as calcium precursor the synthetic calcium hydroxide, using the
precipitation technique by wet method, by acid-base reaction for the synthesis of HA. The
material obtained was calcined at a temperature of 900°C. The powder obtained was
characterized by DRX, FTIR, MEV and EDS. The method allowed obtaining structured
calcium phosphate powder from which hydroxyapatite was obtained. During the
characterization process, it was possible to observe in the DRX analyses that all samples
showed good crystallinity, but samples synthesized at 1.0 and 1.5 molar presented more intense
and narrower peaks compared to the sample synthesized at 0.5 molar, suggesting that the
concentration interferes in the grain formation. It was also possible to observe in the FTIR
analyses the presence of bands that characterize the HA phase, showing PO4s* and OH
groupings at higher intensity and COs% and H.O at lower intensity. It was also possible to
observe in the MEV images, agglomerated HA particles in all samples, however, samples
synthesized at 0.5 and 1.5 molar showed more dispersed particles and with crystallites of
relatively smaller sizes compared to the sample synthesized at 1.0 molar suggesting that
molarity also interferes in the production of grains. Thus, the wet synthesis method, with acid-
base reaction, in dilution molarities of phosphoric acid and ammonium hydroxide in 0.5, 1.0

and 1.5 molar, at 900°C of calcination, was satisfactory to obtain hydroxyapatite (HA).

Keywords: Hydroxyapatite. Synthesis. Molarity. characterization. Crystallites.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIQUrA 1. ESITULUIA OSSEA. ...eevviiveeieerie e sieeie st e steeee st e te et et e e s e ste e e ssaesneeneesreesreaneesnaeneeas 22
Figura 2. Rede Cristalina da hidroXiapatita. ..........ccccoevveviiiiieiiiie e 26
Figura 3. Micrografia do pé de hidroxiapatita por microscopia eletrénica de varredura. ........ 28
Figura 4. MEV do p6 de hidroxiapatita com diferentes velocidades de adi¢ao de acido......... 32
Figura 5. Método de filtragem a vacuo de todas as SOIUGDOES. .........c.cvvvevvereeiieriesiereeie e 34
Figura 6. CalCiNaCa0 00 PO. .....ceeiiieie ettt ettt et e be e sraesreeneesraenre s 34
Figura 7. A) Cadinho de porcelana B) peneira com abertura de 200 Tyler...........ccccovevvinennne 35
Figura 8. Microscdpio eletronico de varredura (MEV). ... 36
Figura 9. Amostras metalizadas COM OUIO. .........ccoviiiiiieieie e 37
Figura 10. Anélise mineraldgica do p6 de 0,5 molar apds calcinagdo a 900°C. ...........cccveveneee 38
Figura 11. Anélise mineraldgica do p6 de 1,0 molar ap6s calcinagdo a 900°C. ...........ccceeuenee. 39
Figura 12. Anélise mineraldgica do p6 de 1,5 molar ap6s calcinagdo a 900°C. ...........ccceeeee. 39

Figura 13. Espectroscopia de infravermelho do p6 de hidroxiapatita nas molaridades de 0,5; 1,0

LS 8 T TSR OP RPN 41
Figura 14. Morfologia da HA 0,5 molar calcinada com aumento de 1000X. ...........cccccvvrennns 43
Figura 15. Morfologia da HA 1,0 molar calcinada com aumento de 1000X. ...........ccccovvrennns 43
Figura 16. Morfologia da HA 1,5 molar calcinada com aumento de 1000X. ..........ccccovvrennns 44

Figura 17. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) da amostra de 1,0 molar. ................ 45



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais fosfatos de CAICIO. ........c.cccueiieiiiii i 19
Tabela 2. Ingestdo de calcio diario de acordo com a ANVISA. ... 20
Tabela 3. Formas das hidroxiapatitas usadas em medicina e odontologia. ..........c..cccccvevvrennene. 24

Tabela 4. Reagentes utilizados nas misturas para obtencdo do pé de HA...........cccoe e 33



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt n e 13
1.0 JUSHITICATIVA ...ttt bbbttt nb bbbt ene s 14
I @ o 1] {10 LSS 15
1.2.1 ODJELIVO QEIAL ..ottt ettt nenraere s 15
1.2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ... ccveeiieeieiieiie ettt re e re e e sraenae s 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 16
2.1 BIOMALETTAIS ...ttt bbb ettt 16
2.1.1 BIOCEIAMICAS ...ttt b et b bbbt b bbbttt ettt 17
2.2 TONS CAICIO .....cvoece ettt sttt 19
2.3 TECIAO BSSBO ...ttt b ettt ettt b e bbbt e b e et b et e st et e et et s 21
2.4 HIAFOXIAPATITA . ...ttt bbbttt bbb enes 24
2.4.1 Técnicas de obtengdo da hidroXiapatita..........cccceoveereieiineieneesee s 27
2.5 Hidroxiapatita como biomaterial ... 30
3MATERIAIS E METODOS ....c.outiiimiieieeeeseesesessssessesssssssssasssssssssasssssssssesssesssssssesns 33
TN AV o1 T =TT P TP 33
3.2 IMIBLOTOS ...tttk b bbbt bbb bbbt b 33
3.2.1 Sintese da NidroXiapatita...........ccccvveiiiieiieie e 33
3.2.2 Caraterizagd0 do PO OBIAO ......c..cieiieice e 35
4 RESULTADOS E DISCUSSOES ......ooiieieeeeeteeeeeeesteeeses et 38
4.1 Difratometria de raios X (DRX) ......cooiiiiiiiiiiiie ittt see e na e 38
4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR)................ 40

4.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva

[(S015) OO 42
.31 MEV oo e e et 42
320 = 0 YOO 45

SO0 [0f LU L0 =2 47



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....................



13

1 INTRODUCAO

As ceramicas de fosfato de célcio tém merecido lugar de destaque entre as denominadas
bioceramicas por ndo apresentarem toxicidade local ou sistémica (biocompatibilidade),
auséncia de resposta a corpo estranho ou inflamaces e aparente habilidade em interagir com o
tecido hospedeiro. Tais vantagens podem ser explicadas pela natureza quimica destes materiais
que por serem formados basicamente por ions célcio e fosfato, participam ativamente do

equilibrio i6nico entre o fluido bioldgico e a ceramica (GOMES, 2012).

Nos ultimos anos, Amorim (2020) descreveu que entre as bioceramicas, especialmente
0s compostos a base de fosfato de célcio denominados por apatita, a hidroxiapatita (hap),
conhecida como a principal constituinte mineral dos 0ssos e dentes, que possui formula quimica
Cai10(PO4)s(OH)2 apresenta importancia fundamental na constituicdo estrutural do corpo
humano. Ao longo dos anos, contudo, a partir de estudos visando a obtencdo da mesma,
averiguou-se que determinadas hap obtidas artificialmente apresentavam caracteristicas de

biocompatibilidade e osteointegracdo com o tecido 6sseo do corpo humano.

Estas propriedades peculiares atrairam a atencdo dos cientistas, principalmente na area
ortopédica e odontoldgica onde esse tipo de material mostra ser eficiente e menos nocivo a

salde humana.

Sabe-se baseado em pesquisas, que os biomateriais nanoestruturados de fosfatos de
calcio, sdo promissores em aplicacdes biomédicas na reparacao de defeitos e na reconstituicao
de tecidos 0sseos, em razdo destes biomateriais apresentarem caracteristicas cristalograficas e
guimicas compativeis aos tecidos 6sseos. Estes nanomateriais também tem se destacado por
apresentarem elevada area superficial de grdos e de microporos, o que tem contribuido
significativamente com os processos de neoformacdo dssea precoce em estudos in vivo
(MEDEIROS, 2017).

Os métodos de sintese da hidroxiapatita sdo, geralmente, analisados segundo Aguilar
(2014) de acordo com a temperatura na qual sdo realizados. As sinteses feitas a altas
temperaturas utilizam, de uma forma geral, rea¢des no estado solido e produzem hidroxiapatitas

com alto grau de pureza e cristalinidade e areas especificas baixas.

Relacionado a isto, diversos métodos de sintese de hidroxiapatita vém sendo estudados,
tais como: técnica hidrotérmica, reacOes acido-base, eletro-cristalizac&o, irradiagdo por micro-

ondas, sol-gel, entre outras.
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Todos os métodos para obtengdo de hidroxiapatita se diferenciam entre si de alguma
forma como: diferentes reagentes, temperaturas elevadas, produgdo de suspensdes que
obtenham ions célcio e fosfato, para assim alcancar a HA de melhor qualidade para determinado
uso. Porém dependendo do processo de fabricacdo, suas propriedades podem apresentar
caracteristicas diferentes, principalmente no que se refere a cristalinidade (RODRIGUES,
2018).

Os processos por via umida envolvem basicamente a preparacdo de uma solucdo
homogénea de sais, contendo um dos ions de interesse misturado com um agente precipitante,
dando origem a um produto que sera separado da solucéo por filtracdo. Este precipitado pode
ser 0 pd ceramico desejado ou um intermediario que, apos receber tratamento térmico, sera

convertido ao produto esperado.

O pH acima de 9 e a temperatura da solu¢do devem ser cuidadosamente controladas,
para evitar a formac&o de um produto deficiente em ions de Ca. Comumente utilizam-se nesses
tipos de reaces: cloretos, nitratos ou carbonatos, como sais de calcio e sais de fosfatos ou acido
fosforico (COSTA et al., 2009).

Nesse contexto, esse trabalno tem por objetivo produzir e caracterizar
microestruturalmente a hidroxiapatita obtida pelo método de via Umida com rea¢6es acido-base
em diferentes molaridades de diluicdo do acido fosférico e do hidroxido de aménio em 0,5; 1,0
e 1,5 molares, utilizando o hidréxido de calcio sintético como precursor de célcio, buscando
assim uma hidroxiapatita similar ao do tecido 6sseo, com um baixo custo de reagentes e que

apresente como residuo apenas agua.

1.1 Justificativa

A expectativa de vida da humanidade esta aumentando no decorrer do tempo, com iSso
a populacéo de idosos esta cada vez maior e, consequentemente, esta também maior o nimero
de doencas relacionadas a velhice. Uma dessas doencas é a osteoporose. Os problemas de
estrutura 6ssea, embora mais frequentes em pessoas idosas, atingem também individuos jovens,
principalmente em decorréncia de acidentes, automobilisticos e de trabalho (MENDES FILHO,
2006).

Geralmente, quando o 0sso € perdido em consequéncia de um ferimento ou & doenca,

0s defeitos sdo preenchidos com o 0sso natural. Entretanto, a utilizagdo deste n&o elimina a
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possibilidade de uma infeccdo além de apresentar problemas de fornecimento, ou seja,
disponibilidade. Consequentemente, os estudos recentes estdo sendo direcionados para o
desenvolvimento de um material artificial que tenha propriedades bioldgicas semelhantes ao do
tecido 6sseo (VOLKMER, 2007).

A magnitude desses problemas de salde junto a populacdo tem levado pesquisadores,
principalmente dos paises mais ricos e desenvolvidos, a pesquisas de materiais que possam
substituir de forma adequada os o0ssos danificados. Os materiais utilizados para fins de
implantes enquadram-se na classe denominada de biomateriais, os quais possuem propriedades
fisicas e bioldgicas compativeis com os tecidos vivos dos hospedeiros, e sdo classificados como
materiais bioinertes, bioativos e bioreabsoviveis (MENDES FILHO, 2006).

Entre as bioceramicas, especialmente os compostos a base de fosfato de célcio, a
hidroxiapatita sintética, tem sido amplamente empregada nas areas médicas e odontoldgicas
por apresentarem excelente biocompatibilidade proporcionada pela sua similaridade quimica,
bioldgica e cristalografica com a fase mineral do 0sso humano. Uma propriedade notavel da
HA sintética é sua bioatividade, em particular a habilidade para formar ligacdo quimica com os
tecidos duros vizinhos ap6s a implantagdo (VALLET-VEGI, 2010).

Sendo assim, a inovagdo na area dos biomateriais visa estabelecer diversas linhas para
as necessidades da area médica, além de condicionar melhores produtos que abastecam a
sociedade. Investigar novas formulages juntamente com técnicas que ja desenvolvem bons
resultados € amplamente necessario, para que sejam desenvolvidos avancos na area. Assim,
esse trabalho justifica-se, pois, a producdo e caracterizacdo da hidroxiapatita pode corroborar

para a obtencdo de dados que contribuam para melhorar as rotas de sintese dessa bioceramica.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho é produzir e caracterizar microestruturalmente hidroxiapatita
pelo método via tmida por meio de reagdes de acido-base em diferentes molaridades de diluicdo
do acido fosforico e do hidroxido de amdnio, utilizando como precursor de calcio o hidroxido

de calcio sintético, em busca de uma hidroxiapatita similar ao tecido 6sseo e de baixo custo.
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1.2.2 Objetivos especificos

e Produzir Hidroxiapatita utilizando-se em trés diferentes molaridades de dilui¢cdo dos
reagentes, acido fosforico e hidroxido de aménio, nas molaridades de 0,5, 1,0 e 1,5
molar.

e Estudar a microestrutura do pé produzido utilizando-se as técnicas de difracdo de raios-
X (DRX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletronica de varredura (MEV), energia dispersiva de raios-x (EDS).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomateriais

Os biomateriais sao novos materiais projetados para substituir partes do corpo e permitir
a recuperacao de fungdes bioldgicas afetadas por doencas ou acidentes. Para que esses materiais
exercam esse tipo de funcdo, os mesmos tém de apresentar boa Biocompatibilidade e
biofuncionalidade. A biocompatibilidade é a aceitacdo do biomaterial pelo corpo, ja a
biofuncionalidade representa a habilidade do material desempenhar a funcdo desejada
(OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006).

Os primeiros estudos sobre a utilizacdo de materiais ceramicos como biomateriais
comecaram com Albee, em 1920, utilizando uma cerdmica de fosfato tricalcico para regenerar
um defeito 6sseo e para a formacdo de osso novo. Entretanto, somente 50 anos depois
comecaram a aparecer diferentes tipos de ceramicas de fosfato de calcio como materiais

implantaveis para aplicacdo em medicina e odontologia (ALBEE, 1920).

Como ja foi descrito por Williams (2009), a biocompatibilidade é a caracteristica
imprescindivel, para atender requisitos de funcionalidade, para com isso ndo vir a apresentar o
minimo de reacGes alérgicas ou inflamatorias. Embora este conceito seja algo ndo muito
preciso, € consenso que a funcionalidade esteja associada a aplicacdo a que se destina, de tal
modo que um material biocompativel para uma dada funcdo pode ser inadequado se usado em

outras aplicagoes.

Com isso, Albee (1920) relata que € conveniente agrupar os materiais de acordo com
seu campo de atuacdo, ao invés de usar a classificacéo tradicional em termos de propriedades
gerais que apresentam. Classicamente essas aplicagdes sdo divididas em trés grupos: os

destinados a tecidos moles, para tecidos duros e materiais para sistemas cardiovasculares.
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Todavia, o problema de reacdo de corpo estranho limita a juncdo entre o material e o
tecido. A otimizacdo das interagdes que ocorrem na superficie do material implantado
representa o ponto mais significativo para os novos avangos futuros, e uma excelente base para
estes avancos pode ser encontrada no conhecimento do funcionamento dos complexos materiais
biolégicos e no desenvolvimento de novos materiais projetados em nivel molecular para

aplicacBes medicas especificas.

Quando se fala de biocompatibilidade, Williams (2009), descreve as principais
propriedades fisicas, geralmente consideradas na escolha da eficiéncia da biocompatibilidade
de um biomaterial, onde incluem dureza, resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade e
elongacdo, resisténcia a fadiga; que é basicamente determinada pela resposta do material a
carregamentos ciclicos, propriedades de impacto, resisténcia a abrasdo e desgaste, estabilidade
dimensional duravel: que se baseia na avaliacdo pelas propriedades viscoelasticas do matéria,
inchamento em meio aquatico e permeabilidade a gases, &gua e pequenas moléculas e além
disso, é analisado as possiveis interacdes entre hospedeiro e material estudando ions presentes

nos fluidos corpéreos.

A caracteriza¢do do material ndo habilita o seu uso como biocomponente, mas pode ser
utilizado como uma pré-selecdo de condicdes a serem testadas nas etapas seguintes. Os
materiais que sdo pré-aprovados terdo que passar por testes laboratoriais (testes in vitro) e
posteriormente por testes in vivo (testes ciclicos e realizados em animais). A medida que se
percorre este caminho, os testes tornam-se mais caros e complexos, devendo ser restringidos ao
menor nimero de condicBes possiveis (MORAIS; GUIMARAES: ELIAS, 2007).

A maioria das préteses e implantes reconstituem apenas partes das funcdes do original
bioldgico. E o caso dos membros amputados ou do rim artificial. Porém ha outros, como um
cristalino de olho feito de resina acrilica ou a articulacdo de titanio, que substitui a estrutura
Ossea comprometida pela artrite, reconstituindo totalmente as func@es originais (MENDES
FILHO, 2006).

2.1.1 Bioceramicas

As biocerdmicas tém lugar de destaque entre 0os materiais com aplicacGes biomédicas,
em especial para aplicacdes em implantes 6sseos, pelo fato de existirem diversas cerdmicas
compativeis com este tipo de aplicagdes. As cerdmicas mais utilizadas em materiais de

implantes s&o a alumina, carbono, zirconia, titania, silica e os fosfatos de célcio, principalmente
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a hidroxiapatita. No que se refere a utilizagdo em implantes usam-se na substitui¢do 6ssea, como
enxerto ou recobrimento de proteses metalicas (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006).

De acordo com Vallet-Vegi (2010), as ceramicas a base de fosfatos de calcio séo as mais
estudadas, por apresentarem uma alta biocompatibilidade, auséncia de toxicidade local ou
sistémica e uma capacidade de ligar-se ao tecido hospedeiro (cerdmica bioativa) ou ser

absorvida pelo tecido vivo (ceramica bioabsorvivel).

A destacada biocompatibilidade destas cerdmicas devem-se ao fato delas possuirem os
mesmos constituintes basicos presentes na fase mineral dos o0ssos, que sdo formados
majoritariamente de fosforo e calcio (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006). Em geral, os
fosfatos de calcio ocorrem em calcificagcbes normais e patoldgicas, o que tém despertado um
interesse significativo no uso destes compostos como materiais de partida para obtengédo de

biomateriais.

Os diversos fosfatos de calcio sdo classificados pela sua razdo molar Ca/P. Desta forma,
Vallet-Vegi (2010) explica que, os fosfatos de célcio que possuem uma relacdo molar Ca/P
variando de 0,5 a 2,0 molares, podem ser sintetizados pela precipitacdo a partir de solucdes

contendo ions célcio e fosfato, sob condicdes alcalinas ou acidas.

A Tabela 1 apresenta os principais fosfatos de célcio de relevancia bioldgica. Com
excecdo do pirofosfato de calcio (Ca2P207), a maioria dos fosfatos de célcio esta presente in
vivo na forma de ortofosfatos de célcio. Os ortofosfatos de célcio séo sais de acido fosforico
tribasico HsPOa, e assim podem formar compostos que contém os fons H.PO4, HPO%~ ou PO3~
(COSTA et al., 2009).
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Tabela 1. Principais fosfatos de célcio.

Nome Formula Quimica Resposta Denominacao
Fosfato de octacalcio CagH2(PO4)s.5H.0  Reabsorvivel Denominado também como
(OCP) fosfato de célcio penta
hidratado
Mono-hidrogeno CaHPO4.2H20 Fraca Fase mineral denominada
fosfato de célcio atividade brushita
dihidra-tado (DCPD)
Mono-hidrogeno CaHPO4 Fraca Fase mineral denominada
fosfato de célcio atividade monetita
anidro (DCPA)
Fosfato tetra-calcio Cas(PO4)2° Sem Denominado também como
(TeCP) relevancia tetrafosfato de calcio
Fosfato tricalcio Caz(POa4)2 Reabsorvivel  Apresenta trés fases polimdrfica
(TCP)
Hidroxiapatita Ca10(PO4)s(OH)2 Ativo Pode ser estequiométrica ou ndo
(HAp)
Apatita carbonata-da ~ Cai0(P04)sCO3 Reabsorvivel Pode ocorrer substituicdo dos
(ACP) ions PO4* por COs*
Pirofosfato de célcio CazP207 Forte atividade ~Apresenta trés fases polimorfica
(CPP)

Fonte: Adaptado de (COSTA et al, 2009 e GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Os fosfatos que contém os ions HPO4> e PO4>, geralmente, constituem os fosfatos de
calcio biologicamente importantes (ocorrem na fase mineral de 0ssos e dentes e também em
vérias calcificagBes patoldgicas), enquanto aqueles apenas com fons H,PO* normalmente n&o
sdo encontrados em condicOes fisiologicas, mas sdo comercialmente importantes como
componentes em fertilizantes. O pirofosfato de calcio é considerado um fosfato condensado ou

polimérico, obtido por condensac&o e polimerizagdo dos grupos PO4> (SILVA, 2006).

2.2 lons calcio

O calcio é o constituinte mineral mais abundante do corpo humano, podendo ser

encontrado em sua totalidade (cerca de 99%), na estrutura 0ssea tornando-se um nutriente



20

essencial. O mesmo atua nos processos de contracdo muscular, coagulagdo sanguinea,
transmissdo de impulsos nervosos ou sindpticos, funcbes cardiacas, suporte estrutural do

esqueleto e mediador da acédo de varios horménios (JUNIOR, 2013).

A absorgdo deste nutriente se da basicamente no trato intestinal tanto por transporte
ativo como por difusdo passiva. Porém apenas 30% do célcio ingerido é absorvido, podendo
sofrer alteragdes em funcao de fatores dietéticos e decorrente da saude intestinal. Nos periodos
da inféncia, gravidez, lactacdo ou quando ha uma deficiéncia de calcio no corpo, essa absor¢do
tem uma elevacdo de pico visando conseguir suprir as necessidades do individuo. (JUNIOR,
2013).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2005), a

ingestdo diaria recomendada (IDR) de célcio varia conforme os dados contidos na Tabela 2.

Tabela 2. Ingestdo de calcio diéario de acordo com a ANVISA.

Adultos 1000 mg
Gestantes 1200 mg
Calcio Lactantes 1000 mg

0-6 meses  300mg

7-11meses 400mg

Criangas 1-3 anos 500mg
4-6 anos 600 mg

7-10anos 700 mg
Fonte: Adaptado de (ANVISA, RDC N° 269/2005)

Os ions célcio sdo muito importantes para o bom funcionamento do organismo. Seu
excesso ou caréncia pode causar problemas & nossa saude. O Ca*? (cation calcio) participa da
formagdo de o0ssos e dentes, entre outros processos de grande importancia para o bom
funcionamento do corpo humano. A deficiéncia de célcio (hipocalcemia) pode provocar
osteoporose, raquitismo, paralisia muscular total ou parcial e hipertensao arterial (JUNIOR,
2013).
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Segundo Pereira et al. (2009), os fons calcio (Ca®") ficam armazenados em organelas
chamadas reticulo sarcoplamético dentro das células musculares. Quando ocorre um estimulo
elétrico, a mesma se propaga pelas células musculares ligando-se a uma proteina especifica do
mausculo, a troponina-C. Esta proteina permite que a actina e a miosina (proteinas musculares

contrateis) interajam e realizem a contragdo muscular.

Para uma boa absorcdo de calcio € necessario a presenca de vitamina D, para que assim
0s transportes para as reservas nos tecidos 6sseas ocorram. O calcio reage de forma diferenciada
com diversos minerais presentes no corpo podendo até diminuir a sua absor¢édo como é o caso
da ligacdo com o sédio e o ferro (PEREIRA et al., 2009).

Algumas ligacbes de Ca?* s3o necessarias para o bom funcionamento de 0ssos e
musculos quando o mesmo se liga ao fltor e fésforo. O fluoreto de célcio é o exemplo da juncéo
entre o flUor e o célcio, onde este é responsavel pela manutencdo da salde dos 0ssos, tecido
conjuntivo e também ajuda a fortalecer o esmalte dos dentes. A ligacdo de calcio e fosforo
formam um arranjo denominado hidroxiapatita, que € o maior constituinte mineral do 0sso,

responsavel pelo suporte estrutural do esqueleto (PEREIRA et al., 2009).
2.3 Tecido 0sseo

O o0sso € constituido basicamente por 70% de minerais, 20% de matriz organica e cerca
de 10% de agua, o que o diferencia de outros tecidos conjuntivos menos rigidos (JUDAS et al.
2012). Sdo nos tecidos 6sseos onde se encontram as maiores reservas de ions calcio. Devido a
necessidade constante de manter essas reservas no organismo, ha um transporte de Ca?* do
tecido para o plasma sanguineo e vice-versa, de forma a manter as necessidades do corpo em
equilibrio (HENN, 2010). A Figura 1 detalha a estrutura do 0sso em uma escala ampliada,
mostrando suas principais subdivisdes, onde a hidroxiapatita se liga a moléculas de colageno e
0s ostedcitos que sao as células mais presentes e se encontram depositadas nas lacunas dsseas,

s8o essenciais para a manutengdo da matriz dssea.
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Figura 1. Estrutura dssea.
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Fonte: Adaptado de CUNHA (2010).

A deposicédo do célcio na estrutura 6ssea é facilmente entendida em Henn (2010), onde
0 mesmo explica que no momento em que ha ingestdo de célcio pela alimentacdo, a corrente
sanguinea se encarrega de deposita-lo nas lamelas jovens do tecido, visto que as mesmas sdo
pouco calcificadas. Ao contrario do que ocorre com as lamelas antigas que, exercerdo o papel

fundamental de protecdo e sustentacéo.

As lamelas jovens tém a capacidade de receber e doar Ca?*, relacionado a necessidade
do organismo. No instante que as taxas de ions aumentarem no sangue havera o depdsito nas
lamelas jovens, e a medida que a concentracdo desses ions diminuirem havera uma reposicéo
do célcio no plasma sanguineo, onde, os ions calcio dos cristais de hidroxiapatita, presentes na
estrutura 6ssea, passardao para o liquido intersticial. Este processo de transferéncia célcica no
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corpo se d& a partir de hormoénios secretados pelas glandulas paratireoides e tireoide,
denominados paratormdnio e calcitonina, respectivamente (HENN, 2010).

De acordo com Judas (2012) ha quatro tipos de células associadas ao tecido 0sseo, que
sdo: célula osteoprogenitora ou célula de revestimento &sseo, osteoblasto, ostedcito e
osteoclasto.

Células Osteoprogenitoras: Sdo células pequenas e fusiformes no qual, ndo fazem
parte do processo de reabsor¢do e estdo localizadas na camada profunda do peridsteo. Essas
células sdo estimuladas a se proliferar quando entram em contato com regifes vascularizadas,
dando origem aos osteoblastos. As mesmas possuem capacidade de autorrenovacéo,

assegurando um estoque de células osteogénicas para o crescimento e reparo dos 0Ssos.

Osteoblastos: sdo as células jovens, cuboides, intensamente ativas, que sintetizam a
parte organica da matriz éssea como: colageno tipo I, células proteoglicanas e glicoproteinas
adesivas. Localizam-se sempre nas superficies 6sseas, lado a lado, lembrando um epitélio de
revestimento, possuem prolongamentos que se prendem aos osteoblastos vizinhos formando
canaliculos que irradiam a partir de lacunas. Sdo capazes de concentrar fosfato de célcio,

participando da mineralizacdo da matriz 6ssea.

Ostedcitos: sdo células maduras, achatadas e menos ativas. Estdo localizadas nas
lacunas da matriz 6ssea. Recebem nutri¢do dos vasos sanguineos atraves dos canaliculos. Cada
lacuna contém apenas um ostedcito que estabelecem contato entre si através de juncdes
comunicantes por onde passam pequenas moléculas e ions. Essas células sdo essenciais para a

manutencdo da matriz éssea e quando ocorre a sua morte, estes sao reabsorvidos pela matriz.

Osteoclastos: sdo células moveis e grandes que ndo se dividem, extensamente
ramificadas, com partes dilatadas que contém muitos ndcleos. Derivam dos mondcitos
circulantes do sangue que atravessam a parede dos capilares dos 0ssos. Fazem parte dos
processos de reabsor¢do e remodelacdo do tecido 6sseo. Os osteoclastos secretam acido (H"),

colagenase e outras enzimas que atacam a matriz e liberam Ca?*.

A matriz 0ssea é constituida principalmente por componentes minerais de fosfato de
calcio, que sdo apresentados sob a forma de cristais de hidroxiapatita, depositando-se no
controle celular da matriz organica, com uma estrutura cristalina hexagonal (JUDAS et al,
2012).
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Quando menciona-se o tecido 0sseo, o principal aspecto considerado sera o tamanho
dos poros, pois 0s mesmos serdo de suma importancia para o crescimento 6sseo no interior de
biomateriais para enxertos, pois, de acordo com Dalapicula e Conz (2008), ocorre um aumento
da area de superficie, resultando no crescimento da atividade osteoblastica, resultando em uma

nova deposicao 0ssea.

Para ocorrer crescimento 0sseo 0s poros devem apresentar um didmetro entre 50 um
€100 pum ou entre 250 um e 300 um para assim permitirem a colonizacdo celular do tecido
0sseo com as mesmas caracteristicas do tecido implantado. A formagéo 6ssea ndo ocorre em
poros que apresentem tamanho menor que 50 um. Portanto, quanto maior a porosidade, mais
rapida serd a dissolucdo do material de enxerto (DALAPICULA e CONZ, 2008).

2.4 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita, por ser o principal constituinte da fase inorganica do 0sso, tem sido
muito estudada. Suas caracteristicas quimicas e estruturais possibilitam seu uso na area médica
como material biocompativel em implantes e préteses (ALBEE, 1920). Na ortopedia segundo
Aguilar (2014), existe um particular interesse em usad-la como revestimento de proteses
metalicas para promover a ligacdo interfacial estavel entre o material implantado e o tecido

vivo, podendo ser observado alguns dos seus usos na Tabela 3.

Tabela 3. Formas das hidroxiapatitas usadas em medicina e odontologia.

Usos Formas
Matriz ou suporte para crescimento Gréos, porosa
0sseo
Osso artificial Gréos, densa, porosa
Cimento dsseo P6 com PMMA
Articulacdes artificiais Metal recoberto com Hap
Proteses vasculares Densa
Proteses traqueais Porosa ou densa
Terminais pericutaneos Densa
Sistema de liberacdo densa Densa ou po

Fonte: Adaptado de E gres (2005).

Este constituinte mineral natural pode ser encontrado no 0sso, representando de 30 a
70% da massa dos 0ssos e dentes, sendo responsavel pelas propriedades de rigidez e resisténcia

a compressdo (GOMES et al, 2012). A hidroxiapatita sintética possui propriedades de
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biocompatibilidade e osteointegragéo, o que a torna substituta do osso humano em implantes e
préteses, dai 0 grande interesse em sua producdo. Estas propriedades somadas a sua alta
capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas, devido a facilidade desse material em realizar
substituicdes catidnicas e anidnicas isomorfas, fazem da hidroxiapatita um excelente suporte
para acdo prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores 0sseos, e também
a torna eficiente no tratamento de remocdo de metais pesados em aguas e solos poluidos
(AGUILAR, 2014).

De acordo com Judas (2012), a ocorréncia deste mineral na natureza é rara, porém sua
estrutura é similar a fluorapatita (com o grupo OH" ocupando os sitios do F). Esses minerais
ocorrem como constituintes de varias rochas igneas e metamorficas, especialmente em calcarios
cristalinos. Originalmente todas as apatitas terrestres estavam presentes em rochas igneas.
Através do tempo geologico, a extensa e continua lixiviacdo dessas rochas primarias pelas aguas
tem sido uma fonte para a formacdo de fosfato de célcio bioldgico, na forma de apatita. Os
esqueletos de algumas espécies marinhas também sdo fonte deste mineral. Alguns contém

carbonato de calcio, porém a maioria contém fosfato de célcio (VOLKMER, 2006).

Quando se fala de solubilidade, Volkmer (2006) relata que este mineral é variavel de
acordo com a forma, porosidade e cristalinidade, tendo um alto grau de solubilidade em
solucBes acidas e obtendo um carater insolivel em solucdes alcalinas. Por essa razdo, o pH é
um dos parametros frequentemente controlados durante o processo de sintese e envelhecimento
do produto.

A hidroxiapatita pode apresentar-se conforme descrito por Bonan et al., (2014), tanto na
forma estequiométrica como ndo estequiométrica, onde o primeiro caso a formula é
Ca10(PO4)s(OH)2, com razdo Ca/P igual a 1,67 e é o fosfato de célcio mais estavel e 0 menos
soltvel de todos, no segundo caso é representada genericamente por Caio-x(POas)sx(OH)>-

x N.H20, sendo 0 < x < 1.

Os parametros de rede dos cristais de hidroxiapatita sd0: a = b = 9,4302 A, ¢ = 6,8911
A e y = 120°, apresentando estrutura hexagonal, com grupo espacial P6s/m. da hidroxiapatita
contém 10 ions calcio localizados em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio |, tetraédricos
(Cal) e seis no sitio 11, octaédricos (Call), com os ions OH" ocupando os denominados sitios
canais. Os ions célcio no sitio | estdo alinhados em colunas, enquanto os ions célcio do sitio 11
estdo em triangulos equilateros perpendiculares a direcdo ¢ da estrutura. Os céations do sitio |

estdo coordenados a 6 atomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros de PO4 e também
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a 3 outros atomos de oxigénio distantes, com uma densidade referente a 3,16 Kg/m*. A Figura
2 mostra o arranjo de uma célula unitaria da HAp (COSTA et al., 2009).

Figura 2. Rede Cristalina da hidroxiapatita.

Fonte: (GUASTALDI e APARECIDA, 2010)

Os atomos de calcio e fésforo formam um arranjo hexagonal no plano perpendicular ao
eixo cristalino de mais alta simetria (eixo c¢). Colunas constituidas pelo empilhamento de
triangulos equilateros de fons oxigénio (0%) e de ions célcio (Ca®") estdo ligados entre si por
ions fosfato (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

O fldor pode ser incorporado a HAp substituindo os grupos OH", tornando a estrutura
mais hexagonal, mais estavel e menos soltvel que a hidroxiapatita estequiométrica. A acao do
flGor na protecdo de caries dentéarias e no tratamento de osteoporose tem sido muito pesquisada
(AGUILAR, 2014).

Quando se discuti substituicdes catidnicas e anionicas isomorfas, Costa et al. (2009) e

Souza et al. (2019), afirmam que a estrutura da HAp tem grande facilidade de troca, onde o
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componente calcio podera ser substituido por metais como o Pb2*, Cd2*, Cu2*, Zn?*, Sr?*, Co?*,
Fe?*, entre outros; e no caso dos grupos fosfatos a substituicdo ocorrera por carbonatos e
vanadatos e as hidroxilas por carbonatos, flior e cloro. Substituicdes podem alterar a
cristalinidade, as dimensdes cristalinas, os parametros de rede, a textura superficial, a

solubilidade da estrutura e a estabilidade da hidroxiapatita.

2.4.1 Técnicas de obtencdo da hidroxiapatita

Um grande numero de técnicas esta sendo desenvolvido para a sintese do po de
hidroxiapatita devido as crescentes aplicacBes. Um dos métodos mais utilizados é a técnica de
precipitacdo, que envolve reacdes via Umida entre precursores de célcio e fésforo com controle
de temperatura e pH da solucdo. O po precipitado é calcinado em 400- 600°C ou até mesmo a
temperaturas mais elevadas, a fim de obter uma estrutura de apatita estequiométrica
(MEDEIROS, 2017).

A sintese dos fosfatos de célcio envolve segundo Medeiros (2017), varios métodos
como precipitacfes em solugdes aquosas (via umida), reacdes no estado solido (via seca),
métodos hidrotérmicos e processo sol-gel.

Alguns pesquisadores assim como Silva et al. (2010), chamam aten¢do para 0 processo
por via-seca, apontando como grande vantagem a alta produtividade e 0 baixo custo. Ja autores
como Florentino (2005), afirmam que a técnica sol-gel é mais flexivel e promissora e com
granulometria mais fina e pura. Ao longo de todos os experimentos de sintese varios parametros
serdo analisados, como € o caso da temperatura, pressao do sistema e o pH do meio.

Apbs a finalizacdo de cada processo de sintese, técnicas de caracterizacdo sdo utilizadas
para comprovar a eficacia da metodologia escolhida. Nesse contexto de analise, observa-se
difracdo de raios- X (DRX), infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersa de raios-x (EDS), entre

outros, sdo algumas das técnicas utilizadas.

Cada metodologia para a sintese da hidroxiapatita resultara em diferentes propriedades

para o material, sendo:
2.4.1.1 Via Umida
e METODOLOGIA I: REACAO ACIDO- BASE

Essa metodologia consiste basicamente numa reagédo entre acido fosforico e hidroxido

de calcio de forma a produzir a hidroxiapatita, como exemplificado na equagéo 1:
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10Ca(OH); + 6H3P04 —Cai1o(P04)s(OH)2 + 18H20 (D

Muitos cientistas estudaram a obtencdo da HAp por esse método, como € 0 caso
proposto por Rigo et al. (2007), que explicou essa técnica onde a HAp foi obtida a partir de
uma reacdo entre uma suspensdo de hidroxido de célcio (Ca(OH)2) a 0,5 molar juntamente com
a adigdo de 2gotas/s de uma solucédo de acido fosforico (HzPO4) & 0,3 molar. A temperatura e 0
pH do experimento foram mantidas constantes, 40°C e 7,5, respectivamente. Onde o pH foi

mantido pela adicédo de hidréxido de aménio (NH4OH).

O produto obtido por Rigo et al. (2007), foi lavado com é&gua destilada, e a ele foi
adicionado 1mol/I de acido fosforico, tal solu¢do passou por envelhecimento de uma noite. Em
seguida, o pé sintetizado foi calcinado com uma temperatura variando de 850°C a 1200°C,

finalizando com processos de caracterizacao do po.

A partir das analises de caracterizacdo de Rigo et al. (2007) foi possivel perceber as
particularidades da rota de sintese por via Umida com reacGes acido-base, onde foi possivel
observar por micrografia que as particulas apresentaram uma morfologia achatada e alongada,
tendendo a formar aglomerados, como pode ser visto na microscopia eletronica de varredura

apresentada no trabalho na Figura 3.

Figura 3. Micrografia do pé de hidroxiapatita por microscopia eletrdnica de varredura.
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Fonte: (RIGO et al., 2007)

Por sua vez, o autor conclui o seu estudo demonstrando ser possivel compreender que
quanto maior a temperatura de calcina¢do maior sera a cristalinidade da amostra. Salientando-

se que o produto obtido a partir desse método apresenta uma baixa cristalinidade similar a do



29

tecido 6sseo, com particulas de aproximadamente 1 um. O controle desta reacdo é complexo,

porém vantajoso para produgdo industrial por apresentar como subproduto a gua.
e REACAO ENTRE SAIS DE FOSFATO

Estd metodologia de sintese por via Umida é exposta por Costa et al. (2009), que se
refere a reacOes entre sais de fosfato e calcio mais agua, que serdo capazes de obter cristais de
hidroxiapatita com baixa cristalinidade (particulas menores que 10um) similares aos tecidos

naturais. As equacdes 2 e 3 mostram as rea¢des quimicas envolvidas neste processo.

10CaCl; + 6NazP04 + 2H20—Cai10(P04)s(OH)2 + 12NaCl + 2HCL + 3Cl, 2

10Ca(NO3)2 + 6(NH4)2HPO4 + 2H20—Cai10(P04)s(OH)2 +12NH4NO3z + BNHO3 (3)
2.4.1.2 Via seca

Esta sintese que tem como objetivo principal, a hidrolise de uma solugdo de fosfato de
calcio acido, seja ela de: monetita, fosfato octacélcio, fosfato de célcio anidro ou dihidratado
em meio a carbonato, amonia, hidréxido de sddio, entre outros. Essas reacdes se ddo no estado
solido e se processam a elevadas temperaturas, em torno de 1200°C. O produto possui excelente
cristalinidade e formacédo de p6 muito fino (REBELO, 2006).

2.4.1.3 Método hidrotermal

O método hidrotermal é relatado por Oliveira (2008) como sendo, semelhante ao método
de via Umida, porém o que diferencia é que a mistura reacional se encontra em condicGes
elevadas de temperatura e pressdo. Neste processo € utilizado um recipiente fechado,
geralmente uma autoclave, para que as condi¢des do sistema possam ser mantidas. Os reagentes
sdo: nitrato de célcio (Ca(NOs).), hidroxido de calcio(Ca(OH).), acido fosforico (HsPOs) e
fosfato dicélcico(CaHPO4.H20), o produto apresenta alto grau cristalinidade e um pé com

particulas nanométricas em forma de agulha.
2.4.1.4 Método sol-gel

Santos et al. (2005) aborda esse método como muito flexivel e promissor, onde o pé
obtido apresenta elevada pureza e homogeneidade, utilizando baixas temperaturas de processo,
com a producdo de particulas nanométricas, que favorecem a integragédo 6ssea, por conduzirem

a uma melhor resposta celular. Alguns autores, contudo, relatam que a obtencdo da
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hidroxiapatita a partir do método sol-gel sera dada com a formagdo de uma segunda fase

contendo oxido de calcio.

Para realizacdo da sintese, utiliza-se como precursores para a obtencao do sol de HAp,
nitrato de calcio (Ca(NO3)2.4H20) e acido fosforico (HzPO4) em metanol, obedecendo a razao
Ca/P=1.67. Onde a solugéo passa pelos processos de agitagédo e envelhecimento antes de secar.
Os solventes sé@o eliminados basicamente a 80°C e um liquido branco e viscoso € obtido, que
passara por aquecimento na faixa de 100°C, para gerar o gel que serd moido. Por conseguinte,

0 po passa por um processo de calcinacgao na faixa de 300°C a 700°C (SANTOS et al, 2005).
2.5 Hidroxiapatita como biomaterial

A elevada aceitacdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de célcio vem do seu
elevado grau de biocompatibilidade, que esta relacionada com a sua similaridade quimica a dos
materiais normalmente encontrados no tecido 0sseo. Entre as cerdmicas com melhor
desempenho, estdo os biovidros, a alumina, o beta-fosfato tricalcico (B-TCP) e a hidroxiapatita
(HAp). Desta forma o grande interesse pela HAp como biomaterial, esta relacionado com o fato
desta ser a principal fase mineral encontrada no tecido 0sseo e ter alta biocompatibilidade
(MEDEIROS, 2017).

A hidroxiapatita sintética se destaca diante de outras bioceramicas principalmente por
apresentar similaridade com o principal componente presente na fase mineral do 0sso. Além
disso, a HA apresenta alta bioatividade e biocompatibilidade, tornando-a adequada para
aplicacdes em recobrimento de implantes metéalicos (FERNANDEZ et al., 2007). Por ser
bioativa, a HA também tem sido utilizada na engenharia de tecidos para a construcdo de
scaffolds, de maneira a atuar no reparo ou substituicdo de tecidos 6sseos perdidos ou
danificados, favorecendo o processo natural de regeneracdo do tecido (ABDAL-HAY et al.,
2014).

Como ja foi visto existem inimeras técnicas para a sintese do pé de hidroxiapatita
devido as crescentes aplicacdes. Um dos métodos mais utilizado é a técnica de precipitagdo,
que envolve reacGes via umida entre precursores de calcio e fosforo com controle de
temperatura e pH acima de 9 da solucdo. O pé precipitado € calcinado em 400- 600°C ou até
mesmo a temperaturas mais elevadas, a fim de obter uma estrutura de apatita estequiométrica
(COSTA et al., 2009).
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A técnica de precipitacdo via iUmida por reagdes de acido-base foi utilizada por Camargo
et al. (2014), onde o mesmo estudou a influéncia da temperatura em diferentes faixas (3°C,
30°C, 70°C) na formacéo de uma hidroxiapatita pura. O pd passou por caracterizacdo utilizando
a técnica de difracdo de Raios-X e espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR).

Como resultado dessa caracterizacdo, foi concluido que a diferenca de temperatura na
sintese influéncia na producdo de uma hidroxiapatita pura. Neste caso, temperaturas abaixo da
temperatura ambiente (25°C) ndo sdo adequadas para a sintese de HA pura, pois favorecem a
formagéo de outras fases (B-TCP) (CAMARGO et al., 2014).

Aparecida; Silva e Braga (2012) também sintetizaram o pd obtido pelo método da
precipitacdo, com o objetivo de investigar os efeitos da velocidade de adicdo de acido na
morfologia, composi¢do e no tamanho de particulas de HA. Os mesmos utilizaram duas
velocidades de adicdo de acido, répida (20mL/min) e lenta (5mL/min). A caracterizacéo foi
realizada por Microscopia Eletrdnica de Varredura — MEV, Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios X — EDX, Difratometria de Raios X — DRX, Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR e Distribuicdo Granulométrica por
Difracdo a Laser.

Referente ao resultado dessa caracterizacdo eles puderam concluir que a velocidade de
adicdo de acido apresentou influéncia significativa na composicdo de nanoparticulas de HA,

mas ndo teve relagcdo com o tamanho da particula.

Decorrente da velocidade rapida originou-se pds compostos pela mistura de fases de HA
e B-TCP e residuos citotoxicos de (Ca(OH).) oposto a velocidade lenta que obteve apenas pds
compostos por HA. A velocidade de adicdo de acido afetou a composicéo das nanoparticulas
de HA devido a sua influéncia no pH do meio reacional. O tamanho de particulas foi entre 10
e 100um, semelhante para ambos os pds bioceramicos obtidos (APARECIDA; SILVA E
BRAGA, 2012) como pode ser visto na figura 4 que mostra imagens da microscopia eletronica

de varredura feitas nesse trabalho.
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Figura 4. MEV do p6 de hidroxiapatita com diferentes velocidades de adi¢do de acido.

(b)

Fonte: (APARECIDA; SILVA E BRAGA, 2012).

Decorrente de pesquisas relacionadas a esse tema é possivel visualizar que a sintese da
hidroxiapatita pelo método de precipitacdo e neutralizagdo por via imida com reacdes de acido-
base, encontram bons resultados quando analisados a porosidade adequada, grau de pureza e
composicdo necessarias para 0 uso das HA sintéticas nas areas médicas e odontoldgicas.
Principalmente quando € referente ao nimero adequado de poros para uma melhor colonizagao

celular de enxertos 6sseos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

A sintese do p6 de hidroxiapatita foi possivel, decorrente do uso de trés reagentes com

diferentes quantidades, como é descrito na tabela 4.

Tabela 4. Reagentes utilizados nas misturas para obtencédo do pé de HA.

Reagentes Fabricante Nomenclatura Quantidades
Hidroxido de calcio sintético ISOFAR (Ca(OH)2) 50 ¢
Hidroxido de aménio NEON NH;OH 90 ml
Acido fosforico VETEC H3PO4 160 ml

Fonte: Autor

O Hidroxido de célcio sintético foi utilizado na sua forma em pg, tendo como objetivo
ser o precursor de célcio da reacdo. O hidroxido de aménio 28-30% P.A e o acido fosforico
85% P.A passaram por processo de diluicdo em trés molaridades 0,5; 1,0 e 1,5 molar, para
assim desempenharem respectivamente um controlador de pH e o precursor de fésforo da

reacao.
3.2 Métodos

3.2.1 Sintese da hidroxiapatita

Baseado em Bozanini (2020) o método utilizado para a obtencdo do pé de HA foi a
técnica de precipitacdo, que envolveu o método via Umida por reacdo &cido-base entre
precursores de célcio e fésforo com controle de temperatura e pH da solugcdo. Assim, a sintese
foi obtida a partir de uma reacdo entre uma suspensdo de 50g de p6 de hidroxido de célcio
sintético (Ca (OH)2) como precursor de célcio, juntamente com a adi¢do de 160 ml de uma
solucéo de acido fosforico (HsPO4) como precursor de fosforo, diluido em trés concentracdes,
0,5; 1,0 e 1,5 molares. A temperatura ambiente foi mantida constante, bem como o pH em 7,
essa mistura foi agitada em agitador magnético por 30 minutos antes de ser adicionado o
terceiro reagente. Com a adi¢do dos 90 ml de hidroxido de aménio (NHsOH) que também foi
diluido em trés concentracdes, 0,5; 1,0 e 1,5 molares, a solug¢do continuou sendo agitada por 2

horas.

Terminado o processo de mistura em cada solucdo, nas diferentes concentragdes, foi

adicionado 100 ml agua destilada para o processo de envelhecimento por 24 horas.
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Posteriormente o produto obtido foi lavado com agua destilada em abundéncia e filtrado a vacuo
(figura 5) estabilizando todas as amostras com pH 11, onde a pasta resultante de cada

concentracdo foi seco em estufa a 100°C por 24h.

Figura 5. Método de filtragem a vacuo de todas as solugdes.

Fonte: Autor

A calcinacdo do pé obtido p6s secagem, foi a uma temperatura de 900°C em forno mufla
da marca Solidsteel, por 2 horas para as trés concentra¢cdes, como pode ser visto na figura 6.

Figura 6. Calcinacédo do pé.

Fonte: Autor

Finalizou-se com o processo de desagregacdo manual em cadinho de porcelana e pistilo
e peneiramento em peneira com abertura de 200 Tyler. Nas figuras 7 (a) e (b) sdo mostrados o

cadinho e a peneira utilizados nesse processo.
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Figura 7- A) Cadinho de porcelana B) peneira com abertura de 200 Tyler

Fonte: Autor

3.2.2 Caraterizacdo do p6 obtido
3.2.2.1. Difratometria de raios X (DRX)

A caracterizacdo mineraldgica foi realizada no Instituto Militar de Engenharia (IME),
onde foi aplicada a todas as 3 amostras a difratometria de raios X (DRX) pelo método do pé.
Foi empregado um difratdmetro modelo Empyrean da PANalytical, tubos de raios-X ceramico
de anodo de Co (Kal= 1,789010 A), foco fino longo, filtro Kp de Fe, detector PIXCEL3D-
Medpix3 1x1, no modo scanning, com voltagem de 40 kV, corrente de 35mA, tamanho do
passo 0,0263° em 26, varredura de 3,0072° a 94,9979° em 260, tempo/passo de 30,6s, fenda
divergente: 1/4° e anti-espalhamento:1/2°, méascara: 10 mm.

3.2.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier FTIR

A identificacdo dos grupos funcionais presentes nas amostras foi realizada no Centro
Brasileiro de Pesquisas Fisicas, utilizando- se um espectrofotometro de infravermelho por
transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (ATR), da marca Thermo, modelo
Nicolet iIS50FT-IR, na regido espectral de 4000-400 cm-1, a 100 scans e resolucdo de 4 cm-1.
A aquisicdo dos dados foram realizadas através do software OMNIC. E como pré-tratamento,

as amostras foram secas novamente a 40 °C por 24 horas.
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3.2.2.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

A avaliacdo microestrutural do pé obtido foi realizada por microscopia eletronica de
varredura (MEV), as analises foram feitas no laboratorio de metalografia do IFPA (Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia, e Tecnologia do Para), campus Belém. Para tal procedimento foi
utilizado um microscopio TESCAN VEGA 3 com EDS acoplado com ampliacdo de 1000 X,

como mostra a figura 8.

Figura 8. Microscépio eletrénico de varredura (MEV).
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Fonte: Autor

Antes das andlises houve uma preparagdo das amostras onde o p6 foi colocado em fitas
de carbono que passaram pelo processo de metalizagdo com uma camada de ouro de
aproximadamente 5 nm. A figura 9 ilustra as amostras depois de passarem pelo processo de

metalizag&o.



Figura 9. Amostras metalizadas com ouro.

Fonte: Autor
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Difratometria de raios X (DRX)

Decorrente das analises mineraldgicas feitas no Instituto Militar de Engenharia (IME)
foi possivel identificar picos de Hidroxiapatita e 6xido de calcio em todas as amostras como
pode ser visto nas figuras 10, 11 e 12 que apresentam o difratograma de raios-x dos pos de
hidroxiapatita sintetizados a 0,5; 1,0 e 1,5 molares das dilui¢des do hidroxido de aménio e
do &cido fosfdrico e calcinado a 900°C por duas horas.

Figura 10. Analise mineral6gica do p6 de 0,5 molar apés calcinacéo a 900°C.

Counts
0.5 molar . ; .
Hap - Hidroxiapatita
Cal - Oxido de célcio
3000
[
2000 —
Cal-Ha
1000 | Cal P
) |
y
\‘Il.
o ap Mo | Cal Cal
L, o Vi Hap /, Hap Cal Cal
o et et T L '--.\--'I R P N R W T,
10 20 30 40 50 60 70 80

Pasition [*2Theta] (Cobalt (Ca))

Fonte: autor



Figura 11. Analise mineraldgica do p6 de 1,0 molar apés calcinagao a 900°C.
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Figura 12. Analise mineraldgica do p6 de 1,5 molar apés calcinacdo a 900°C.
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Fonte: autor

Apos calcinagdo por duas horas a 900°C, nas amostras sintetizadas identificou-se a fase

cristalina hidroxiapatita presente em todas as molaridades. A cristalinidade da Hap pode ser
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avaliada pelos picos de difracdo de raios-x, pois segundo Barbosa (2014), as amostras contendo
picos acentuados e agudos tem maior cristalinidade do que picos de difracdo largos e de baixa
intensidade, isto deixa claro que os p0s obtidos a partir das concentracfes de 1,0 e 1,5 molares
apresentaram picos mais intensos e estreitos sugerindo assim, maior grau de cristalinidade se

comparados com a amostra sintetizada a 0,5 molar.

Os picos podem ser analisados também de acordo com Yelten-Yilmaz e Yilmaz (2018),
onde sugerem que as concentracdes dos reagentes interferem na intensidade dos picos, levando
a acreditar que quanto maior a intensidade dos reagentes utilizados, maior serd a sua

cristalinidade e o grau de pureza desse pé obtido.

Observou-se também em todas as molaridades de 0,5; 1,0 e 1,5 a presenca de 6xido de
calcio CaO (Cal), este elemento pode ter sido gerado em decorréncia da calcinacdo a altas
temperaturas do hidroxido de calcio sintético utilizado como fonte de célcio da reacéo,
Theodoro et al. (2015) explica que ao ser aquecido o hidroxido de célcio (Ca(OH).) a
temperatura elevada de 900°C o mesmo se decompde formando o 6xido de calcio CaO como

esta descrito na equagdo 4.
Ca(OH)zs) — CaOg) + H2O - (4)

4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR)

A partir das analises por espectrofotometro de infravermelho realizado no Centro
Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) foi possivel visualizar padrfes caracteristicos onde a
figura 13 apresenta o espectro das bandas de absorcéo na regidao do infravermelho do p6 de HA

nas molaridades 0,5; 1,0 e 1,5 molar das dilui¢des do hidroxido de aménio e do acido fosférico.
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Figura 13. Espectroscopia de infravermelho do p6 de hidroxiapatita nas molaridades de 0,5; 1,0 e 1,5.
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Fonte: Autor

Os espectros de infravermelho dos produtos de sintese apresentaram um padrdo
caracteristico dos espectros de IR para hidroxiapatitas. As respostas mostraram elevada
semelhanca dentre os materiais obtidos, independentemente das concentragdes molares de
sintese. Apenas leves reducdes de intensidade e algumas modificacdes nas posi¢des das bandas
puderam ser notadas. Observou-se que a hidroxiapatita obtida com molaridade 0,5 apresenta
bandas menos pronunciadas ao logo do espectro, isso se deve ao fato da utilizacdo de menores

concentragdes dos precursores de célcio e fosforo no meio reacional.
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Todos o0s espectros apresentaram bandas tipicas do grupo funcional PO4*,
caracteristicamente, entre as faixas 1100 — 960 cm™ e 630 — 560 cm™.. De acordo com Jastrzbski
etal. 2011, os ions (PO4)* possuem dois tipos de vibragdes ativadas por infravermelho, que s&o

as vibracOes deformacionais de flexdo do fragmento O — P — O () e as vibragdes de estiramento
assimétrico da ligagdo P — O (vas). No caso de materiais solidos, outras vibragdes que

teoricamente sdo inativas por IR também podem aparecer nos espectros formados.

As bandas de absorcdo observadas na faixa entre 1090 e 1020 cm™, sdo atribuidas as
vibracOes de estiramento assimétrico da ligacdo P — O (Antonakos et al. 2007; Jastrzbski et al.
2011; Rokita et al. 2005). Ha também a presenca de uma banda localizada na posi¢do 962 cm”
! em todos os espectros, que se constitui como uma banda de estiramento simétrico da ligacéo
P — O (Karimi et al. 2017). Ja as bandas nas posi¢des 630, 599 e 564 cm™ sdo atribuidas as

vibrac6es de deformacdo simétrica no plano da ligacdo O — P — O (Karimi et al. 2017).

Além das bandas de absorcao referentes ao grupo funcional do PO, nas hidroxiapatitas,
também foi identificado um conjunto de bandas atribuidas ao fon carbonato (CO3)?. As bandas
observadas entre 1455 e 1446 cm™ correspondem as formas de vibragdes de estiramento
assimétrico da ligacdo C — O (Bouhazma et al. 2018). Ja as pequenas bandas entre 880 e 850
cm? sdo atribuidas as vibragoes de deformagdo simétrica da ligagdo C — O — C (Karimi et al.
2017 e Bouhazma et al. 2018). Ha também a presenca de uma pequena banda na posicéo 712
cm que é atribuida a vibragdo de deformagcéo assimétrica na ligagdo C — O — C (Antonakos et
al. 2007). A presenca das bandas indicativas do fon (CO3)? nos materiais sintetizados esta

associada as ligagdes com o célcio na estrutura da hidroxiapatita.

A banda pronunciada em 3640 cm™ e as de menor intensidade em 3698 e 3572 cm?,
correspondem a presenca de ions OH™ na estrutura, o que corrobora a formacao de HAp nos
materiais sintetizados (Clavier et al. 2018 e Minjigmaa et al. 2016). A banda 3572 cm™* também
pode estar interrelacionada com a presenca de H>O adsorvida no material. Essa faixa no
espectro constitui uma tipica faixa da presenca de bandas de vibra¢Ges de estiramento de O —

H estrutural ou superficial (Clavier et al. 2018).

4.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

4.3.1. MEV
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Decorrente das imagens realizadas no Laboratério de metalografia do Instituto Federal
do Para (IFPA), As figuras 14, 15 e 16 ilustram as micrografias obtidas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) da hidroxiapatita sintetizada a 0,5; 1,0 e 1,5 molar das dilui¢des

do hidroxido de amonio e do acido fosférico e calcinada a 900°C com aumento em 1000x.

Figura 14. Morfologia da HA 0,5 molar calcinada com aumento de 1000x.
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Fonte: Autor

Figura 15. Morfologia da HA 1,0 molar calcinada com aumento de 1000x.
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Fonte: Autor

Figura 16. Morfologia da HA 1,5 molar calcinada com aumento de 1000x.
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Nota-se que na figura 14 sdo observados pequenos aglomerados de graos referente ao
inicio da formacdo da fase HA; na figura 15 observa-se aglomerados de HA com grdos
irregulares referentes a formacéo da fase HA e na figura 16 observa-se grdos muito pequenos e
irregulares. Tanto a figura 14 quanto a figura 16 mostram particulas dispersas e com tamanhos

relativamente variados, pequenos e com irregularidade na superficie dos cristalitos maiores.

Segundo Lopes (2015), essas caracteristicas podem evidenciar a existéncia de uma
nanoestrutura, o que mostra que mesmo sendo um material particulado sua estrutura apresenta
uma forma porosa. A formacao e existéncia dos poros € uma caracteristica importante para que
um material seja utilizado como biomaterial, pois isto permite a circulacdo do fluido fisiologico
(AHSAN et al, 2018).

Além disso, a semelhanca entre os resultados obtidos a partir das imagens 14 e 16 pode
estar relacionada a dois fatores distintos: na imagem 14 (0,5 molar) a concentracdo pode ter
sido insuficiente para comecar a gerar 0s graos e na imagem 16 (1,5 molar) a concentracéo pode
ter sido mais que suficiente e isso pode ter levado a deterioracéo dos gréos. Assim, considerando
as imagens obtidas pelo MEV, observa-se que a amostra sintetizada a 1,0 molar (figura 15)

exibiu o melhor resultado para a fase HA onde a mesma, aparenta a presenga de grdos com
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formato equiaxial (eixos ou lados iguais) sugerindo que a molaridade interfere também na
producéo de grédos (AHSAN et al, 2018).

Outro resultado observado neste estudo esta relacionado a temperatura de calcinacao.
Apos calcinagdo a 900°C, a morfologia dos po6s obtidos mostrou particulas de HA de formato
irregular, podendo-se visualizar a existéncia de cristais na forma de esferdides com dimensdes
variadas e aglomeradas em todas as amostras. Yelten-Yilmaz e Yilmaz (2018) ao sintetizarem
hidroxiapatita a 950°C encontraram o mesmo padrdo morfolégico observado no presente
estudo, tal resultado sugere que o aumento de 50°C de temperatura de calcinagdo néo interfere
significativamente na morfologia dos gréos de hidroxiapatita. Entretanto, quando calcinada a
1250°C os referidos autores observaram um aumento na probabilidade de cristalizacdo. Este
resultado sugere que a sintese de hidroxiapatita pode ser realizada em menor temperatura

consequentemente induzindo um menor custo energético para a producéo.

4.3.2. EDS

Para comprovar a composicao quimica do material obtido foram realizadas anélise por
EDS das trés amostras com diferentes molaridades. Visto que todas as imagens mostraram o
mesmo resultado referente a composicdo do material, a figura 17 exemplifica o p6 de
molaridade 1,0 que foi escolhido para identificacdo da amostra do p6 de HA.

Figura 17. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) da amostra de 1,0 molar.
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Na andlise de EDS observa-se que todas as amostras analisadas sdo compostas
majoritariamente por Calcio, Fosforo e Oxigénio, principais constituintes da hidroxiapatita, o
que corrobora com o resultado encontrado na analise de DRX comprovando a existéncia da
formacéo de hidroxiapatita. Os mesmos elementos foram detectados por Reis et al. (2017), onde
0 espectro de EDS obtido por MEV, apresentou os ions C, N, Ca, O e P pertencentes a bio-

hidroxiapatita analisada.
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5 CONCLUSOES

O meétodo de sintese por via umida, com reacdo acido-base, utilizando o hidréxido de
calcio sintético como precursor de célcio, nas molaridades de 0,5; 1,0 e 1,5 molares da diluicdo
do &cido fosférico e do hidroxido de aménio, a 900°C de calcinacdo, permitiu a obtengéo de pd
estruturado de fosfato de célcio de onde foi obtido a hidroxiapatita (HA).

Durante o processo de caracterizagdo, foi possivel observar que todas as amostras
exibiram picos satisfatorios de hidroxiapatita nas analises mineralégicas de DRX, porém
amostras sintetizadas a 1,0 e 1,5 molares apresentaram picos mais intensos e estreitos em
comparagdo com a amostra sintetizada a 0,5 molar, sugerindo que a concentracédo interfere na

cristalinidade do pé de hidroxiapatita.

Também foi possivel observar na caracterizacdo por FTIR a presenca de bandas que
caracterizam a fase HA, mostrando grupamentos de PO4* e OH em maior intensidade e CO3>

e HoO em menor intensidade.

Foi possivel observar ainda nas imagens de MEV particulas aglomeradas de HA em
todas as amostras. Porém, amostras sintetizadas a 0,5 e 1,5 molares mostraram particulas mais
dispersas e com cristalitos de tamanhos relativamente menores em comparagdo a amostra
sintetizada a 1,0 molar que aparenta a presenca de grdos com formato equiaxial (eixos iguais)

sugerindo que a molaridade interfere também na producéo de graos.

O método escolhido para esta sintese de HA aliado com a temperatura de 900°C
mostrou-se eficiente na formagdo de gréos da hidroxiapatita, sugerindo assim, que esta
metodologia é satisfatoria para o desenvolvimento de uma HA de qualidade e com um menor

custo de producdo.

Portanto, a caracterizagdo microestrutural dos pos de hidroxiapatita mostrou que a
sintese por via imida a 900°C induziu, com sucesso, a formacédo de fases cristalinas tipicas de
HA em todas as molaridades, dando destaque para a molaridade de 1,0 molar que apresentou
os melhores resultados em todas as caracterizagdes, sugerindo assim, a concentracdo ideal para

obtencéo da hidroxiapatita.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Utilizar temperatura mais elevada na calcinacéo do po

e Estudar outras molaridades de reagentes

e Estudar a possibilidade de modelagem desse pd para possivel aplicagdes em cimentos
0sseos, dentarios ou préteses
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