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RESUMO

A busca por materiais com caracteristicas bioativas, osteocondutivas e biocompativeis tem sido
amplamente investigados nos dias atuais, em razdo dos problemas (acidentes e falhas 6sseas)
enfrentados pela sociedade. A partir disso surge Hidroxiapatita (HA), uma bioceramica
inorganica que apresenta particulares e semelhancas ao mineral apatita, encontrado
principalmente nos 0ssos e dentes humanos. Suas caracteristicas, como biocompatibilidade,
adesdo celular, bioatividade e degradacao sdo fundamentais para possiveis aplicagdes como um
biomaterial, na atuacdo da regeneracdo dssea. Por ser um fosfato de calcio (Caio(POa4)s(OH)2),
muitas pesquisas investigam rotas que tornem possivel a obtencdo da hidroxiapatita na sua
forma sintética, tentando aproximar-se do mineral natural. Dessa forma, esse trabalho tem por
finalidade sintetizar e caracterizar a hidroxiapatita utilizando técnica de precipitacdo pelo
método de via Umida, com a utilizacéo de reagentes &cido/base de 0,5, 1,0, e 1,5 molar de &cido
fosforico (H2PO4) e hidroxido de aménio (NH4OH), além de hidroxido de célcio (Ca(OH)2).
Além disso, variar os parametros de sinterizacdo de 900 °C e 1000 °C por um periodo de 2 horas
a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. A fim de analisar os elementos quimicos e a
microestrutura do material obtido, foi realizada as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho
por Difracdo de Raio-X (DRX), Refinamento de Rietveld, Transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS).
Os resultados DRX, apresentaram picos de Hidroxiapatita e 6xido de célcio, com tamanhos de
cristalitos entre 50 — 63 nm e cristalinidade acima de 80%. No que se refere ao refinamento de
Rietveld, obteve-se percentuais acima de 90% e GOF de 1 a 1,35. A analise por FTIR apontaram
bandas de vibragBes de carbonatos (COs*) e fosfatos (PO4°%), carateristicos para o material.
Quanto ao Além dessas caracterizagdes, as analises por MEV indicaram morfologias irregulares
com formatos e formas diferentes. Além disso, por anélise de EDS, observou-se a presenca de
calcio, fésforo e oxigénio e também, por intermédio deste resultado, determinou-se a relacdo
molar de Ca/P entre 1,50 e 1,72. As caracterizagOes realizadas indicaram a presencga de
hidroxiapatita carbonatada do tipo B, sugerindo um formato nanométrico, com boa
cristalinidade e densa. Alem disso, sugere-se que a hidroxiapatita obtida neste estudo apresente

grande potencial para ser aplicada com um biomaterial.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita; Biomateriais; Via umida; Caraterizagao.



ABSTRACT
The search for materials with bioactive, osteoconductive and biocompatible characteristics has
been widely investigated nowadays, due to the problems (accidents and bone failures) faced by
society. From this arises Hydroxyapatite (HA), an inorganic bioceramic that presents
particularities and similarities to the mineral apatite, found mainly in human bones and teeth.
Its characteristics, with biocompatibility, cell adhesion, bioactivity and degradation are
fundamental for possible applications as a biomaterial, in the performance of bone regeneration.
As it is a calcium phosphate (Cai0(PO4)s(OH)2), many researches investigate routes that make
it possible to obtain hydroxyapatite in its synthetic form, trying to get closer to the natural
mineral. Thus, this work aims to synthesize and characterize hydroxyapatite using a
precipitation technique by the wet method, using acid/base reagents of 0.5, 1.0, and 1.5 molar
phosphoric acid (H2PO4) and ammonium hydroxide (NH4OH), in addition to calcium hydroxide
(Ca(OH)z2). In addition, vary the sintering parameters of 900 °C and 1000 °C for a period of 2
hours at a heating rate of 10 °C/min. In order to analyze the chemical elements and the
microstructure of the material obtained, the techniques of Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), X-ray Diffraction (XRD), Rietveld Refinement, Scanning electron
Microscopy (SEM) were performed. and Energy Dispersive spectroscopy (EDS). The FTIR
results showed vibration bands of carbonates (CO3?) and phosphates (PO4*), characteristic for
the material. As for the XRD, it showed hydroxyapatite and calcium oxide peaks, with
crystallite sizes between 50 - 63 nm and crystallinity above 80%. Regarding the Rietveld
refinement, percentages above 90% and GOF from 1 to 1.35 were obtained. In addition to these
characterizations, SEM analyzes indicated irregular morphologies with different shapes and
forms. Furthermore, by EDS analysis, the presence of calcium, phosphorus and oxygen was
observed and also, through this result, the molar ratio of Ca/P between 1.50 and 1.72 was
determined. The characterizations performed indicated the presence of type B carbonated
hydroxyapatite, suggesting a manometric format, with good crystallinity and dense.
Furthermore, it is suggested that the hydroxyapatite obtained in this study has great potential to

be applied as a biomaterial.

Keywords: Hydroxyapatite; Biomaterials; Wet way; Characterization.
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1 INTRODUCAO

A longevidade da vida humana é um paradigma social ligado a mudan¢a demografica
dentro de uma sociedade. A partir disso, estima-se que cerca de 38 milhdes de brasileiros em
2060 estardo com idades acima dos 60 anos, e a incidéncia de fatores biologicos,
socioecondmicos, causas externas (acidentes e falhas 6sseas) e o envelhecimento da populagéo
tendem a influir na capacidade funcional da vida humana (OLIVEIRA, 2020; GUTZEIT et al.,
2022). Atualmente, essas influéncias tornam-se mais frequentes devido a grande necessidade
de sistemas eficazes que atendam a demanda populacional (BARROS, 2019).

A ocorréncia de acidentes de transito, por exemplo, sdo indicadores de grandes
problemas relacionados a salde publica, devido ao elevado potencial de traumas e fraturas
expostas (SANTOS; VISSOCI; OLIVEIRA, 2020). Os traumas, resultados de acidentes em
vias publicas, equivalem a 1,3 milhdes de mortes e cerca de 50 milhdes de pessoas lesionadas,
como observado na ultima década. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) aponta que na
proxima década, em 2040, deverd aumentar significativamente em 500 milhdes pessoas
lesionadas em qualquer regido do corpo, 100 vezes a mais que o anterior (TRAUMA, 2022).
Essas lesbes desencadeiam falhas no corpo humano que tornam necessario a utilizacdo de
mecanismos para reconstrucao ossea.

As falhas dsseas, por sua vez, sdo desenvolvidas ndo s6 por acidentes, mas também por
malformacdes congénitas, neste caso, desde a formagéo e desenvolvimento estrutural do feto.
Doencas como a osteoporose (perda de densidade 6ssea) e odontdide (falhas nos dentes na
segunda vertebra cervical), também desencadeiam graves falhas Osseas que necessitam de
tratamento ou um substituto 6sseo (COLETE et al., 2019). A partir deste entendimento, 0s
implantes ou enxertos 6sseos sdo considerados convencionais e importantes tratamentos para
reestruturar e substituir o tecido lesionado (SOARES, 2021).

A implantacdo ou substituicdo de tecidos tem sido comuns nos dias atuais, devido ao
processo osseointegrativo entre o material e o local onde ocorre a falha 6ssea. Com essa
finalidade, os procedimentos odontoldgicos e ortopedicos configuram ativamente esse cenario
de implantes osseointegrativos (BARROS, 2019).

Um estudo realizado por Kinalski et al (2020) constatou que o Sistema Unico de Satde
(SUS), forneceu um total de 143.037 implantes dentarios, entre janeiro de 2010 e dezembro de
2019. Diferentemente do anterior, os implantes ortopédicos no Brasil, entre os anos de 2008 e
2018, chegaram a 120 mil proteses ortopédicas de quadril e outros 60 mil implantes realizados

apenas nos joelhos (LUCHETTI, 2018). Apesar de grande utilidade, os implantes ortopédicos
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apresentam pontos negativos devido aos tipos de materiais que sdo comumente utilizados na
fabricacdo do enxerto, que podem ser suscetiveis as rejei¢des imunoldgicas e complicacGes
adicionais (SOARES, 2021).

A partir deste entendimento surgem os biomateriais, 0s quais desempenham entre outras
funcdes a reparacéo e substituicdo 6ssea. Esses materiais podem ser biocompativeis, bioativos,
bioreabsorviveis e osteocondutores com o organismo, e também bionertes sem integragdo com
0 corpo. Além dessas caracteristicas, podem apresentar degradacdo no organismo, uma
qualidade observada, mas ndo aplicada a todos os materiais, como é o caso de alguns
biopolimeros como polietileno e poli(metacrilato), e bioceramicas como alumina e zircénia,
que podem gerar efeitos indesejaveis, inflamacdes e consequente rejeicdo (PIRES et al., 2015;
FRAGAL et al., 2019).

Algumas bioceramicas como as de fosfato de célcio (Caio(POa4)s(OH)2), possuem
elevados indices de absorcdo pelo organismo em fungdo dos pardmetros de porosidade e
aspectos quimico, que fomentam as ligacbes com o tecido 6sseo. Neste caso, destaca-se a
hidroxiapatita (HA), por caracterizar-se como uma das principais fases minerais inorganicas
presentes nos tecidos 6sseos (RUELLAS, 2020). Como biomaterial, apresenta boa resisténcia
mecanica quando solicitada, flexibilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, biatividade
e estabilidade térmica, que favorecem a osteointegracdo com o organismo. A partir dessas
caracteristicas, muitas pesquisas sdo realizadas para obter a hidroxiapatita na forma sintética,
similar a encontrada nos 0ssos, por ser uma promissora agente regenerativa (SOUZA et al.,
2017; RUELLAS, 2020; BATISTA, 2020; CARDOSO, 2020).

Em funcdo dos demasiados aspectos e vantagens apresentados pela hidroxiapatita
sintética, muito ainda ha para ser explorado. A partir disso, o objetivo deste trabalho é
caracterizar microestruturalmente a hidroxiapatita obtida pela técnica de precipitacdo pelo

método de via Umida para possivel aplicacdo como biomaterial.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é caracterizar microestruturalmente a hidroxiapatita produzida
a partir da técnica de precipitacdo pelo método de via umida e reacdo de acido — base para

aplicacdo como um biomaterial.

2.2 Objetivo Especifico

e Estudar a microestrutura da hidroxiapatita por meio da difracdo de Raio - X (DRX);

e Avaliar a interacdo dos grupos funcionais da hidroxiapatita quando uma radiacdo é
incidida e compreender 0s mecanismos que regem a microestrutura do material por meio
da técnica de Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);

e Compreender a influéncia da molaridade e temperatura de sinterizacdo na morfologia
das particulas de hidroxiapatita, bem como determinar 0os componentes quimicos que
constituem esse material;

e Analisar quantitativamente o pé de hidroxiapatita aplicando o método de Rietveld,;

e Auvaliar o possivel potencial de aplicagdo do p6 produzido neste estudo como

biomaterial.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Biomateriais

Durante anos, muitos intelectuais ja investigavam possiveis materiais que pudessem
atender as necessidades humanas. Na antiguidade, os materiais naturais como comissuras, linho
de ouro, conchas e intestinos de gatos, eram comumente utilizados na medicina regenerativa da
época (PIRES et al., 2015). No entanto, a grande evolucdo do campo dos biomateriais deu-se
por pesquisadores que associaram suas convicgGes a areas essenciais, como medicina,
engenharia quimica, mecanica e ciéncia dos materiais (RATNER, 2013).

Com todo o arcabougo intelectual, os biomateriais foram definidos como qualquer
substancia ou combinagbes de substancias, ndo sendo farmacos ou drogas, que tornam-se
aplicaveis biologicamente. Outra defini¢do sugere que biomateriais séo compostos de qualquer
material, seja substancia sintética ou natural, em estado sélido ou liquido, com excecdo de
farmacos ou drogas (SPEZZA, 2020). Sendo assim, sdo substancias que buscam interagir com
os sistemas bioldgicos, e causam assertividade na reparacdo de defeitos, reparo de tecidos
lesionados ou substitui¢des de 6rgdos (RATNER, 2013; FURTADO et al., 2019).

Os biomateriais, de acordo com suas estruturas quimicas, possuem constituicbes
naturais, 0s quais destacam — se o colageno, queratina e tecidos funcionais. Além de materiais
sintéticos como: ligas metalicas, polimeros, materiais ceramicos e materiais compositos (PIRES
et al, 2015; SPEZZA, 2020). De acordo com avancos cientificos, os biomateriais mais

utilizados e seus potenciais regenerativos, sdo mostrados conforme a Figura 1.

Figura 1 - Evolucéo dos biomateriais ao longo do tempo
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Fonte: PIRES et al (2015).
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Esses materiais dividem-se em grupos essenciais como, bioinertes, bioativos,
absorviveis, biomiméticos e biocompativeis. Os materiais bioinertes apresentam pouca ou
nenhuma adequacéo e resposta interfacial, resultado da formacdo de uma fina camada fibrosa
entre o material e tecido, sendo quase imperceptivel (SPEZZIA, 2020; ARAUJO, 2022). N&o
apresentam respostas biolégicas com exatiddo, mas suas propriedades mecénicas sao
extremamente pleiteadas. A exemplo de materiais bioinertes, pode —se citar a alumina (Al>Oz),
dioxido de titanio (TiOz2) e zirconia (ZrO2) (DUMONT, 2017; BATISTA, 2020).

Os bioativos, por sua vez, apresentam uma minima interacdo com o tecido sem
interferéncia de uma camada fibrosa (DUMONT, 2017). As Hidroxiapatitas, vidros bioativos
ou biovidros e fosfato tricalcico [Caz(POa)2], sdo exemplos de materiais bioativos por
interagiram com o tecido vivo. Em contrapartida, os absorviveis, degradam-se pelo organismo
apos longos periodos tempo em contato com os tecidos, neste caso, encaixam-se o fosfato
tricdlcico e &cido latico (BATISTA, 2020).

Atualmente os materiais biomiméticos apresentam grande interesse de pesquisa para
futuras aplicacGes biomédicas, por participarem de forma efetiva na recuperacao, causando
estimulacdo celular (DUMONT, 2017). Esses materiais surgiram com objetivo de tornarem-se
préximos as reagdes naturais, dividindo-se em 3 éareas. A primeira esta ligada a pesquisa de
biomoléculas com propriedades especificas. A segunda utiliza-se de organismos, neste caso
bactérias vivas, com intuito de produzir materiais compositos. O terceiro e Gltimo apresenta a
producdo de materiais inorganicos, por meio da utilizacdo dos principios biolégicos como 0s
osteoblastos. A exemplo sdo 0s materiais compositos aplicados ao corpo (MIRALDO, 2018).

Por fim, os materiais biocompativeis, 0s quais, diminuem as respostas inflamatérias com
o0 decorrer do tempo de implantagdo e aumentam o crescimento tecidual. A exemplo cita-se 0s
materiais poliméricos e metalicos (DUMONT, 2017; INADA, 2022). A Tabela 1 apresenta

algumas caracteristicas e classificacbes dos biomateriais.

Tabela 1 - Tipos, funcdes e classificacbes dos biomateriais quanto a resposta biologica

BIOMATERIAIS LIGACAO BIOLOGICA CLASSIFICACAO
Bioinerte Fixacdo mecanica Zirconia, Alumina, Titanio
Bioativos Uni&o quimica com tecidos Hidroxiapatita, Biovidros

Absorviveis Substituicéo por tecido Polimeros, Fosfatos Tricalcico
Biomimeticos Equilibrio entre material e tecido Compositos
Biocompativeis Crescimento tecidual Polimeros, Metais

Fonte: Adaptado de FURTADO et al (2019).
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Sugere-se que producao de um biomaterial passe por métodos inteiramente meticulosos,
desde andlise composicional, biorreacdo, toxicologia, até biointeragdo in vivo e in vitro
(FURTADO et al., 2019). Para satisfazer esses comportamentos os materiais devem apresentar
caracteristicas fisicas, bioldgicas e propriedades mecéanicas quando solicitados. As principais
caracteristicas fisicas baseiam-se em porosidade, energia superficial e permeabilidade
(TRINDADE, 2019). J& as caracteristicas biolégicas ligam-se a materiais que provoquem
adesdo, proliferacdo celular sem rejeicdo imunologica, e com boas propriedades mecanicas
como rigidez e resisténcia ao desgaste quimico, sem agredir 0 corpo e a reestruturacdo de
tecidos dsseos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

3.2  Tecidos Osseos

Os tecidos 6sseos sdo composicdes interligadas por células metabdlicas que formam
uma estrutura rigida funcionalizada, as quais fomentam atividades de reabsorcdo, deposicao e
modificacdo 6ssea, auxiliando no desempenho da cicatrizacdo por meio de células regenerativa
(ANTUNES, 2018). O osso é um tecido inorgéanico, estruturado por hidroxiapatita e apatita
carbonatada (JUNIOR, 2021). A outra parcela do osso constitui-se de colageno do tipo | e 4gua
(SOARES, 2021). A Figura 2 apresenta a estrutura que forma o material inorganico.

Figura 2 - Estrutura tridimensional do 0sso
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Fonte: Adaptado de BUCK e DUMANIAN (2012).

Os 0ssos sdo classificados por dois grupos, 0 0SS0 esponjoso e 0sso denso. O esponjoso
apresenta trabéculos e células especializadas na sua estrutura, 0s ostedcitos e 0s osteoblastos.
Os ostedcitos sdo classificados como osteoprogenitor por juntamente com osteoblastos,

sintetizar e secretar substancias que tornam as células preceptoras de 0ssos (NAKAMURA et
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al., 2020). Os osteoclastos sdo fundamentais para que haja reabsorcdo e remodelagdo 6Ossea,
assim surgem 0s 0ss0s densos, que Sao responsaveis para passagem de vasos sanguineos, veias
e artérias. Os 0ssos densos ndo apresentam cavidades intercomunicantes (fundamentais para
ligacdo com enxertos, por exemplo), caracteristica que os diferenciam dos 0ss0s esponjosos.
(QIU; CUI; WANG, 2019).

3.3 Enxertos 6sseos

Um enxerto 6sseo € uma combinagdo ou ndo de materiais, que tem por finalidade
promover o reparo 6sseo em pontos proprios da lesdo. Existem fatores que podem influenciar
a selecdo de um enxerto, quanto a efetividade do tecido, forma, volume, modo de manipulacéo,
preco, algumas propriedades biomecanicas e as capacidades biologicas (GUERREIRO, 2019).

No campo de pesquisa sobre biomateriais existem vérias classificacbes quanto a
enxertia, dessa forma, destaca-se os enxertos autdégenos, constituintes dos préprios organismo,
sem a rejeicao; enxertos alogenos sdo carateristicos do organismo de um individuo da mesma
espécie, podendo ser utilizado de forma individual ou relacionado com o enxerto autégeno;
enxerto xendgenos, sdo retirados de origem animal, neste caso, bovina e suina. O Gltimo enxerto
e mais produzido é o aloplastico, é de origem sintética obtido em laboratorio, apresenta
caracteristica biocompativel, neste caso, encaixam-se as bioceramicas de hidroxiapatita e
fosfato tricalcico (RIBEIRO, 2019).

enxeertos, apresentando as vantagens e desvantagens em areas especificas da medicina

O Quadro 1 simplifica algumas caracteristicas dos

regenerativa.

Quadro 1 — Vantagens e desvantagens de diferentes tipos de enxertos 6sseos

Tipo de Enxertos Vantagens Desvantagens
Morbidade do paciente em

Autoenxerto

Aloenxerto e
Xenoenxertos

Substitutos biol6gicos ou
Aloplasticos (sintético)

Fonte: GUERREIRO (2019).

Osteogénico, osteocondutor e
osteoindutor

Osteocondutor, osteoindutor,
auséncia de morbidade, maior
disponibilidade

Carregamento de fatores de
crescimento/ células para
promover
osteindugdo/osteogénese,
auséncia de morbidade, maior
disponibilidade

locais cirargicos (dor, baixa
neovascularizacéo e
infeccdo), menor
disponibilidade

N&o osteogénico e sem
vascularizagéo, risco de
rejeicao e de transmissao de
doencas, alto custo
Osteogénese e
biodegradabilidade variaveis,
pobre neovascularizagao,
risco de rejeicao,
propriedades mecénicas
limitadas
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34 Bioceramicas

Os materiais ceramicos marcaram o fim do século XIX, precisamente em 1894, o
primeiro material a ser estudado, para fins biomédicos da época, foi 0 gesso (CaSO4.% H20). A

apesar da grande difusdo da época, 0s gessos sao de baixa resisténcia mecanica, com isso pouca
utilidade. Apds isso, no século XX, a partir dos anos 70 e 80, os conceitos de biocerdmicas
foram mais difundidos, surgindo a alumina (o — Al203) densa e as ceramicas de fosfatos de
calcio (SANTOS, 2019).

As ceramicas constituem uma valorosa atividade no desenvolvimento dos biomateriais.
Suas utilizacBes englobam diversas areas para aplicacbes biomédicas tais como, proteses
ortopédicas, odontoldgicas, reconstrucbes maxilo-faciais, substituicbes de juntas e quadris,
vértebras, fémur e preenchimentos dsseos. Esse derivativo campo de aplicacdo, é devido as
exploracGes e composicdes dos materiais (PIRES et al., 2015; VIANA et al., 2020).

Conceitua-se bioceramicas como compostos inorganicos, constituidos de elementos
metalicos e ndo metalicos presentes na tabela periddica (FERREIRA, 2019; TRINDADE,
2019). Sua qualitativa magnitude se deve as propriedades fisicas e quimicas, que integram
potencialmente a sua producdo. Para isso, apresentam alicerces como: biocompatibilidade,
biotolerabilidade, osteocondutividade e osteointegratividade (LEMAITRE; MIRTCHI;
MORTIER, 1987; ZAFAR et al., 2019; FERREIRA, 2020).

A biocompatibilidade € a capacidade de o material ndo causar reacdes adversar, toxicas
ou carcinogénicas ao ser aplicado ao paciente, causando aceitacdo do material. A
biotolerabilidade conceitua-se como a capacidade de o material resistir ao corpo de acordo com
0 periodo de tempo. A oestocondutividade, por sua vez, refere-se ao desenvolvimento de
enxertos capazes de exercer a funcdo de arcabouco para migracdo das células para formar o
0SS0 novo. Ja a osteointegratividade exerce a funcdo de recrutar células-tronco e induzir a
formacdo dos osteoblastos (GUERREIRO, 2019; FERREIRA, 2020). Em razdo a isso, as
bioceramicas podem apresentar divisdes que podem facilitar tais alicerces.

As bioceramicas podem ser divididas em densas ou porosas, em formato de cristais,
particulados, pés e, recentemente, como scaffolds (revestimentos que funcionam como pontes
que conectam o biomaterial e tecido) (SANTQOS, 2019). Para pecas produzidas, como pastilhas
ou Scaffold, por exemplo, a principal caracteristica observada é a porosidade, em razéo da forte
influéncia sob a resisténcia do material, 0 médulo de elasticidade, resisténcia ao desgaste,

oxidacdo, permeabilidade dos gases e liquidos, além de outras propriedades essenciais. Essas
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caracteristicas determinam a forte relacdo entre as células e o material implantado (CARDOSO,
2020).

A natureza das fortes ligacdes interatdmicas e niveis de porosidades, tornam os materiais
ceramicos sensiveis a altas tensées, culminando em estruturas cristalinas duras, quebradicas e
de baixa resisténcia mecénica, podendo haver uma precoce ruptura do material (PILGER,
2018). Segundo Pires et al (2015) e Furtado et al (2019), muitas técnicas vém sendo realizadas
para tornar o material ceramico, principalmente os biomateriais, resistentes e com elevada
capacidade de absorcdo ou degradabilidade do local de implantacdo. A exemplo, com intuito
de desenvolver essas funces, a técnica de Plasma spray, visa revestir o metal com ceramicas,
unindo as propriedades qualitativas dos materiais para solucionar essas irregularidades.

Nesse contexto, os materiais ceramicos, em comparacdo aos poliméricos e metalicos,
sdo mais suscetiveis a aplicacdes biomédicas, os quais destacam-se principalmente as apatitas
formadas por fases e fosfatos de célcio que constituem composicGes primordiais encontradas
em tecidos bioldgicos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015; FURTADO et al., 2019).

35 Fosfato de Célcio

Os fosfatos de calcio sdo biocerdmicas constituidas por sais de acido fosférico ou
ortofosférico que sdo capazes de desenvolver em solugBes fons Ca*2 e PO3~ sob circunstancias
alcalinas e 4cidas, através de processos de sintese por precipitacdo Destacam-se por ser
materiais com potenciais e caracteristicas consideradas desejaveis para substituicGes Osseas
(BATISTA, 2020).

Os ortofosfatos de calcio representam distintas composi¢des quimicas (fosforo, calcio e
oxigénio, como fragmentos de anions ortofosfatos), cristalinidade e solubilidade em agua.
Alguns fosfatos de calcio hidratados que englobam os ions hidroxila (OH ™), sdo chamados de
apatitas, que possuem similaridade, mas ndo igualdade aos compostos naturais encontrados no
corpo (BATISTA 2020; LEON e JANSEN 2009). A Tabela 2 apresenta alguns fosfatos de
calcio, resposta biologica e solubilidade (Kps).



Tabela 2 - Classificacdo e compostos de fosfato de célcio
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Composto Sigla Formula Ca/P Resposta Solubilidade
Quimica Biologica (Ksp)
Metafosfato e CMP Ca(POs): 0,5  Forte atividade Pouco
calcio macrofagical® solGvel
Fosfato MCPM  Ca(H2P04)2-H20 0,5 Forte atividade Muito
monocalcico macrofagical® solGvel
mono-hidratado
Pirofosfato de CPP CazP207 1 Forte atividade Pouco
Calcio macrofagical® Soldvel
Fosfato Dicéalcico DCPA CaHPOq4 1  Fracaatividade 1069
Anidro macrofagical®
Fosfato Dicéalcico DCPD CaHP04.2H20 1  Fracaatividade 10659
Dihidratado macrofagical®
Octacacico OCP  CagHz(POs)s.H.O 1,33 Absorvivel 107966
pentahidratado
Fosfato Tricalcico  TCP Casz(POa)2 1,5 Absorvivel 1072%°
Hidroxiapatita HA Caio(POs)s(OH), 1,67 Ativo 101168
biologicamente
Fosfato TeCP Cas(PO4)20 2,0 Sem relevancia 10738

Tetracalcico

Clinica

Fonte: adaptado de BATISTA (2020) e GARCIAS (2021).

[a]: A atividade macrofagica define-se como a produgdo de células de defesa que atuam no sistema imunolégico

ou inducdo de fagocitose.

Conforme observado, quanto menor for a razdo Ca/P, mais acido e soltvel em agua é o
ortofosfato de calcio. Desse modo, o fosfato monocalcico monohidratado (MCPM) ¢é
considerado o mais acido e soluvel dos fosfatos de célcio apresentados na tabela (BATISTA
2020). Dentre os fosfatos de célcio, esta a hidroxiapatita sintética, que apesar de ser considerada
de baixa solubilidade, pode apresentar caracteristicas com baixa absor¢do e ou total absorcéo
no organismo (GARCIAS, 2021).

3.6 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita, devido ser a principal componente mineral nos 6sseo e dentes, sem
duvida é a cerdmica mais estudada e também utilizada para fins clinicos (FUKRO et al., 2017).
A Hidroxiapatita (HA), com formula igual (Cai0(PO4)s(OH)2), representa 5% do total do peso
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adulto, 55% presente nas composi¢des de 0ssos, 96% dos esmaltes dentéarios e 70% da fase
inorganica dos dentes (AZEVEDO et al., 2015).

O estudo da HA teve inicio em 1950 com pesquisas relacionadas a enxertia, periodo
chamado de ciéncia regenerativa. Posteriormente, classificou-se como a segunda geracdo dos
biomateriais por atuar em defeitos 0sseos como andaimes e apresentar facilidade no
crescimento 6sseo. E com decorrer do desenvolvimento tecnoldgico, é estudada na
nanotecnologia, despertando um novo caminho para sua utilizacdo. As propriedades do
material baseiam-se na capacidade de apresentar poros, densificacdo, tamanho dos cristais
adequados e as fases presentes no material, para que ocorra a biodegradacdo (KATTIMANI,;
KONDAKA; LINGAMENENI, 2016).

A biodegradacdo é¢ um fator importante e determinante para utilizacdo de um
biomaterial, em razdo da assertividade ao corpo. Na hidroxiapatita, a biodegradacéo ocorre por
mudancas de fluidos que acontecem quando o material estd em processo de adsorcdo de
biomoléculas, isto é, podem degradar progressivamente no copo (ZHU at al., 2019;
TRINDADE, 2019; SOUSA, 2020). Os aspectos fisico-quimicos ligados a esse fator sdo
categoricamente dependentes da area superficial, acidez, temperatura e conveccao do fluido a
uma dissolucdo proporcional do material. Esse processo reflete na lenta biodegradacdo do
material no local de implantagcdo, tornando um problema da biocerdmica a ser estudado
(KATTIMANI et al., 2016; PIRES et al., 2015).

A partir dessa ldgica, a estrutura da HA propde o equilibrio entre as ligacbes quimicas
do material implantado, relacionando com a interconectividade entre 0s poros, nos quais
abrangem geometrias que promovem o crescimento 0sseo, consequentemente os fatores de
biodegradabilidade no local implantado (KATTIMANI; KONDAKA; LINGAMENENI,
2016).

As formas minerais de tecidos calcificados (esmalte, dentina e 0sso) da hidroxiapatita
bioldgica, distinguem-se das hidroxiapatitas sintéticas, pois constituem-se de maior estabilidade
e menor solubilidade em relacdo aos demais fosfatos de calcio. As hidroxiapatitas podem ser
obtidas por complexos de fases do fosfato de calcio classificados por hidroxiapatita carbonatada
(CHA), hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA) e fosfato tricalcico (TCP) (FURKO et al.,
2017; LEITE et al., 2018).

Outra classificacdo esta relacionada ao tipo de HA, podendo ser do tipo A ou HA do
tipo B, obtida geralmente por via timida (OCHOA; LOPEX; COPETE, 2021). A HA do tipo A
apresenta substituicdo de carbonatos nos sitios hidroxila OH", por outro lado a HA tipo B
substitui os grupos COs? nos sitios de POs* (JUNIOR, 2021). A hidroxiapatita carbonatada do
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tipo B é mais pleiteada devido a organizacdo estrutural e maior estabilidade e conectividade
com as células osteoblasticas, responsaveis pela regeneracio Gssea (OCHOA; LOPEX;
COPETE, 2021). Dessa forma, é importante compreender como 0s elementos sdo organizados

internamente na estrutura da hidroxiapatita.

3.6.1 Estrutura da Hidroxiapatita

A formacdo da estrutura da hidroxiapatita consiste em dois tipos fundamentais, as
estruturas em suas formas monoclinicas e hexagonais.

A estrutura monoclinica é nomeada como um polimorfo, com estrutura de rede pura,
estequiométrica, livre de impurezas, vazios e vacancias. Faz parte do grupo espacial P21/b, e
possui 0s seguintes parametros: a= 9,421 A, b =2a, c=6,8814 A, y = 120°. Em funcio dessas
observagdes, o aparecimento da estrutura monoclinica € menor, quando comparado a
hexagonal. Essa caracteristica é em razdo ao controle estequiométrico e a quantidade dos ions
OH- presentes na estrutura (GARCIAS, 2021). A Figura 3 apresenta a estrutura monoclinica da

hidroxiapatita.

Figura 3 - Estrutura hidroxiapatita em sua forma monoclinica

Fonte: ARAUJO (2016).

A estrutura monoclinica é metaestavel, devido as transi¢des alotropicas que permitem a
mudanca para estrutura hexagonal. A influéncia da temperatura causa desestabilidade na
estrutura, quando submetida a uma variacdo acima de 250 °C, o que permite a transformacao
alotropica (GARCIAS, 2021). Diante disso, a hidroxiapatita formada pela estrutura hexagonal,
é amplamente pleiteada devido a forte estabilidade.

A HA de estrutura cristalina hexagonal, apresenta parametros de rede iguaisaa=b =
943 Aec= 6,88 A e densidade proxima a 3,16 kg/m3. Essa configuracdo engloba relagdes
estequiométricas de calcio/fésforo (Ca/P) préximas a 1,5 até 2 quando produzidas

sinteticamente. As formas ndo estequiometricas, diferentemente da anterior, sdo encontradas
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biologicamente e manifestam uma relacdo atdomica Ca/P < 1,67, (VIANA et al., 2020;
GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Em razdo dessa natureza, as caracteristicas para HA hexagonal desempenham atributos
bioldgicos, os quais incluem a bioafinidade, bioatividade, osteoconducdo, osteoinducdo e
osteointegracdo, que juntas, solidificam os aparatos necessarios para producdo de um
biomaterial (KATTIMANI, KONDAKA e LINGAMENENI, 2016). A Figura 4 exemplifica a

estrutura cristalina da Hidroxiapatita com seus respectivos parametros

Figura 4 - Estrutura Cristalina da Hidroxiapatita na sua forma hexagonal
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Fonte: LEGEROS (1991).

A observacdo acerca da estrutura hexagonal, determina a existéncia de 10 ions de calcio,
configurando a formacéo de duas coordenac@es, as quais originam 2 sitios ndao equivalentes. O
sitio |1 forma—se com a presenca de 4 atomos de Ca, e o sitio Il deriva-se da formacdo de 6
atomos Ca. A partir disso, os atomos de Ca do sitio | ficam dispostos paralelamente no eixo c,
juntamente a 6 &tomos de oxigénio dos tetraedros de fosfato, e 3 &tomos de oxigénio que ficam
posicionados paralelamente nos canais de hidroxilas (BOANINI et al., 2010). Analoga a essa
posicdo, os Ca do sitio Il apresentam-se perpendicularmente na dire¢cdo ¢, em formatos de
triangulos equilateros, rodeados por 7 atomos de oxigénio (GUASTALD, APARECIDA, 2010;
ANTUNES, 2018). A ac¢éo das sobreposicoes dos triangulos no sitio 11, deriva a disseminacéo
de hexagonos perpendiculares ao eixo ¢ (RUELLAS, 2020). As distribui¢cGes destes sitios

podem ser observadas na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura hexagonal da HA no eixo ¢

Fonte: ELLIOTT (1994).

Os tetraedros de fosfato (PO.,*) também formam grupos que arranjam-se
perpendicularmente de modo a formar dois canais distintos. Esse grupo, diferentemente dos
sitios 1 e 1l, sdo integrados por 4 atomos de oxigénio, os quais 2 ficam dispostos
perpendicularmente, e outros 2 apresentam-se paralelamente ao eixo c, respectivamente
(BOANINI et al., 2010). A organizagdo dos tetraedros de fosfatos pode ser observada na Figura
6.

Figura 6 - Arranjo dos tetraedros de fosfato na estrutura hexagonal da HA

Fonte: ARAUJO (2016, p. 10).

Em razdo das substituicdes isomdrficas, entre grupos dos ions Ca?*, POs* e OH-, hd o
impacto efetivo nas caracteristicas do material, como a mudanca na morfologia, porosidade,
solubilidade, cristalinidade, estabilidade térmica e outros, que sdo referencialmente
determinantes no produto final (LALA et al., 2013).
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Introducdes de cations e &nions séo realizadas na estrutura do material, com a intencéo
de melhorar o desempenho mecénico e biol6gico. Neste caso, destacam-se cétions bivalentes,
como CO?%, Fe?*, Zn?*, Sr?* e outros ndo bivalentes como AIPF*, K*e Na*. Ja as trocas anibnicas
ocorrem principalmente por ions F~ (formador da fluorapatita) e CI" (BONINI et al., 2010). Tais

fatores séo referencialmente dependentes também das rotas de obtengdo do material.

3.6.2 Métodos de Obtencdo da Hidroxiapatita

A existéncia de diversos procedimentos, métodos ou rotas para obter a HA sdo descritas
na literatura como alternativas de baixos custos e praticidade. As diferencas entre as
metodologias e o entendimento de cada uma tornam-se imprescindiveis para obtencdo e
aprimoramento de um biomaterial. Para tanto, os p6s da bioceramica podem ser obtidos pelas
seguintes rotas: Reacdo de combustdo, rota hidrotermal, rota a seco, co-precipitacao ou sintese
por via Umida (FIHRI; FARMA; SOLHY, 2017; VIANA et al., 2020). Cada rota escolhida
apresenta parametros como estabilidades quimica, estruturas e fases cristalinas, indices de
porosidade, solubilidade e caracteristicas (coloracédo e tempo) atribuidas aos métodos de sintese

e sinterizagdo do material (LEITE et al., 2018).

3.6.2.1 Sintese por Combustdo

A sintese de combustdo permite a obtencdo de HA com diferentes tamanhos
morfoldgicos, sendo em escala nanométrica a mais pleiteada. Utilizam-se reagentes a base de
calcio e fdsforo, principalmente nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NOs)2.4H:0) e fosfato
dibasico (NH4):HPOs, com diluicdes em &gua destilada a temperatura ambiente. Apds isso,
normalmente a ureia ou glicerina sdo adicionadas a solugdo com o nitrato, e posteriormente sao
agitados (LEITE et al., 2018). A adicdo de amonia € realizada por gotejamento, até atingir um
pH igual a 1. Seguindo as etapas, o material obtido é levado ao forno mufla aberto entre as
temperaturas de 500 °C e 1000 °C. Ap6s 20 minutos, a mufla é fechada e a HA é produzida
(LEITE et al., 2018; LIMA et al., 2022).

Olivares (2020), avaliou a adicdo de diferentes combustiveis, ureia e glicerina, a
temperatura de 1000 °C em forno mufla na obtencéo de hidroxiapatita pela rota de combustéo.
De acordo com a Figura 7a e 7b, ambas amostras apresentaram pequenas particulas, com
tamanhos variados quando era utilizada a ureia e a glicerina, além da variacdo de temperatura
de sinterizacdo. Obteve-se a partir da sintese particulas em tamanhos médios de 135,87 nm

(com ureia) e 148,55 nm (com glicerina), com aspecto morfoldgico circular.
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Figura 7 - Aspecto morfoldgico da HA sintetizada com Ureia (a) e sintetizada com glicerina (b)
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Fonte: OLIVARES (2020).

Conforme observado, o aspecto morfoldgico ndo apresentou diferencas significativa
utilizando diferentes aditivos, ureia e glicerina, na composicao da solucdo. Considera-se que a

rota contribuiu ativamente para que o material fosse produzido, dessa forma, com praticidade.

3.6.2.2 Sintese por rota Hidrotermal

A rota hidrotermal destaca-se por produzir cristais por meio da precipitagdo e reagdes
quimica em solugdes aquosas em condicBes elevadas de temperatura, acima do ponto de
ebulicdo da agua e pressdo em autoclave. Essa técnica compreende-se por produzir particulas
ou pds em tamanhos nanomeétricos e milimétricos, com similaridade a hidroxiapatita encontrada
em corais (OLIVARES, 2020). A morfologia baseia-se em formatos agulhas em sua maioria
irregulares, com aproximadamente 20 e 40 nm de didmetro e 100-160 nm de comprimento,
podendo sofrer variagdes morfoldgicas e formar o aspecto esférico (ANTUNES, 2018).

O processo de obtencdo baseia-se em formar solu¢bes com reagentes a base de calcio,
fésforo, adequando a relacdo Ca/P, e um agente complexante ou equalizador de pH = 4
geralmente o &cido citrico monohidradatado (CsHsO7) e ureia. O método hidrotermal implica
na utilizacdo de um reator, o qual realiza a mistura reacional dos reagentes e secagem em estufa
geralmente por 24 horas a 180 °C. Os procedimentos seguem em lavagem com agua destilada,
filtragem e uma nova secagem. Em alguns estudos, utiliza-se forno mufla como etapa adicional
ao método (ANTUNES, 2018; LIMA et al., 2022).

Nosrati et al (2020), utilizando a rota hidrotermal, obteve morfologia, conforme a Figura
8a, em formatos de bastdes ou agulhas hexagonais, com tamanhos de cristalitos proximos a 35
nm e 48 nm, com variacdo no tempo de permanéncia em estufa. Em contrapartida, Ortiz et al
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(2020) obteve morfologia, esférica com tamanhos relativos de 28 a 38 nm, com variacdo de

temperatura em estufa e adi¢do a forno mufla, mostrada na Figura 8b.

Figura 8 - Morfologia no formato agulhas (a) e morfologia esférica (b) da HA

w500 nm
(@)

Fonte: NOSRATI et al (2020) e ORTIZ et al (2020).

A técnica hidrotermal, conforme observado, obtém a HA mesmo com morfologias
diferentes. Essa caracteristica ndo desqualifica 0 material, mas sim confirma como a rota

proporciona diferentes aspectos morfol6gicos com a elevacdo de temperatura.

3.6.2.3 Sintese a Seco

O método a seco ou estado solido é semelhante ao método Umido, os quais, ambos
utilizam pelo menos um solvente durante a sintese da hidroxiapatita. Logo, o método a seco
produz uma biocerdmica com boa cristalinidade e com reagentes relativamente baratos. Por
outro lado, ao utilizar essa técnica obtém-se HA com particulas maiores e baixa pureza, o que
indica baixa reprodutividade (ANTUNES, 2018).

Essa técnica utiliza-se de reagente a base de célcio e fosforo, especificamente o
hidroxido de calcio (Ca(OH)2) e fosfato monoacido de calcio (CaHPQO4). Ambos reagentes sao
homogeneizados e sintetizados em moinho de bola planetario de alta energia, por fim séo
sinterizados a altas temperaturas (900-1200 °C) em forno resistivo (VIANA et al., 2020).

Viana et al (2020), ao utilizar a técnica a seco, pontuou, como mostrado na Figura 9,
gue o método produz HA com particulas uniformes, aglomerados esféricos e tamanhos relativos
iguais a 285 nm. Esse estudo também obteve tamanho de particulas superiores a 619 nm,

quando variou a temperatura de sinterizacao.
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Figura 9 - Aspecto morfoldgico da HA produzida a partir do método a seco

Fonte: VIANA et al (2020).

A rota a seco revela-se uma técnica pratica, com obtencdo de HA com aspectos
morfologicos adequado em relacdo formatos esféricos. No entanto, o tamanho de particulas
superiores a 200 nm é indesejavel, podendo gerar pouca absor¢do em razéo ao elevado tamanho.

3.6.2.4 Sintese por via Umida

A rota por coprecipitacdo e via Umida é considerada a técnica mais comum em relacéo
as sinteses para obtencdo de hidroxiapatita, devido ao baixo custo, elevados niveis de pureza e
cristalinidade, que a torna atrativa para a producao em larga escala. Esse método utiliza-se de
reagentes precursores que sao envolvidos em uma solucdo alcalina, na qual, ha uma elevada
supersaturacao (SOUZA et al., 2019)

A via Umida segue as seguintes etapas: preparacdo e reacdo das solucdes precursoras,
agitacdo magnética ou mecénica, envelhecimento, precipitacdo da solugéo, lavagem, secagem
e tratamentos térmicos. Essas etapas sdo fundamentais para o desempenho estrutural da
bioceramica (HENCH e WILSON, 1993). A Figura 10 apresenta o fluxograma de etapas para

sintese por via Umida.



36

Figura 10- Fluxograma de etapas da sintese por via Umida

[ Solugdes de Acido - Base de H,PO, e Ca(OH), ]

Adicao de NH,OH em agitacdo magnética ou mecanica para
equilibrar o pH

| Envelhecimento da solucio |

Filtracdo a vacuo e lavagem com agua
deioniozada

Secagem em estufa

| Sinterizac3o do p6

Fonte: Adaptacdo de YELTEN e YILMAZ (2016).

Estudos acerca da sintese por via Umida, utilizando reagentes a base de célcio e fosforo,
sdo realizados por obter valores de proporcionalidade de Ca/P igual a 1,67 para HA, semelhante
a relacdo Ca/P encontrada nos 0ssos e dentes (BATISTA, 2020; RUELLAS, 2021; SCIENA,
2020). Para satisfazer esta caracteristica, parametros como: influéncia na taxa e velocidade de
adicdo, pH da solugdo, envelhecimento e temperatura de sintese e sinterizagdo, sdo essenciais
para que haja equilibrio entre as liga¢bes quimicas (WEBLER et al., 2018; GENTILE et al.,
2015).

A homogeneizacdo dos reagentes configura como a primeira etapa a ser realizada, é
neste momento que é definido o controle de adi¢do dos reagentes e pH da solucdo. Yelten e
Yilmaz (2016), observaram que a influéncia no comportamento do pH da solucdo ocorre
guando sdo adicionadas certas quantidades dos reagentes. Quanto mais rapida for a taxa de
adicdo do acido e da base utilizados, menor serd o pH. Nesse caso, cita-se 0 hidroxido de
amonio, quando misturado com agua influi nas quantidades de ions hidroxila (OH) e
hidrogénio (H") e, consequentemente, torna-se um precursor que diminui o pH. A Equacédo 1

determina a reacdo quimica produzida na sintese de hidroxiapatita por via umida:
6H3sPO4 + 10Ca(0OH)2 — Cal0(PO4)s(OH)2 + 18H,0 Equacdo 1

Yelten et al (2018), observou que ao adicionar os precursores acido/base lentamente em
solugdo a temperatura ambiente, menor sera o pH e menor sera o tamanho de cristalito. No
entanto, quando ha variagdo na temperatura de sintese acima de 60 °C, tendem a sofrer variagédo
dimensional. Esse estudo revelou que a morfologia da HA pode formar aspecto bastonete, o
que dificulta a ligagéo celular entre o material e o local implantado, em fungéo da formacao de

aglomerados irregulares, com pouca adaptagdo ao corpo.
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Outros estudos revelam que o tamanho do cristalito pode variar entre 10-80 nm, apenas
com aumento da temperatura de sintese, sem a realizacdo da sinteriza¢do. O mesmo é observado
quanto a morfologia, pois a temperatura tende a variar o tamanho do gréo (RIGO; GEHRKE;
CARBONARI, 2007; ZHANG, 2018).

Hernandez et al (2020) pontuou como a suspensao de hidroxido de célcio (Ca(OH)z2),
acido fosforico (H3POs) e hidroxido de amonio (NH4sOH) mantidos a constante agitacao por 95
°C e secagem a 110 °C em 2 horas, comportavam-se morfologicamente em relacdo seus
tamanhos de particulas, em conformidade ao método de agitacdo. O autor ressaltou que a
morfologia das nanoparticulas obtidas sdo formadas por pequenas esferas quando sofrem
agitacdo magnética, diferentemente da agitacdo mecéanica que sdo constituidas por
nanoparticulas no formato de bastonete. Conclui que dependendo do tipo de agitacdo e a
temperatura de sintese e de secagem, as morfologias das particulas podem ser diferentes com
variacfes de tamanhos (maiores ou menores), consequentemente a area superficial podera
apresentar resultados diferentes em relagéo a ponte celular e a degradacao entre material e local
de implante.

Hernandez et al (2021), realizou a sintese utilizando apenas Ca(OH). e HsPO4 como
precursores a uma temperatura de 95 °C por 72 horas, por meio da constante agitacdo mecanica.
O resultado apresentado evidenciou a formacéo de aglomerados em formato de haste ou bast&o,
com contornos mais claros e maiores tamanhos de graos, aproximadamente 25 a 35 nm de
hidroxiapatita, conforme apresentado na Figura 11. A agitacdo mecanica, neste caso, favoreceu
o choque entre os ions da solucdo, ou seja, a energia gasta acelerou o processo de precipitacao.
Conclui que além da agitacdo mecénica a temperatura de sintese contribui para o rendimento e

formagéo de aglomerados de cristais no formato bastonete com menor tamanho de gréo.

Figura 11 - Microestrutura do pé apoés a sintese

Fonte: HERNANDEZ et al (2021).
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Dessa forma, a natureza que envolve a precipitacdo esta ligada diretamente a
aglomeracbes das particulas resultadas de inimeras ligacOes atrativas (principalmente por
ligacBes covalentes fortes) ou repulsivas que visam unir os ions PO4* e Ca®". Essas
aglomerac6es de particulas, geralmente ocorridas na etapa de agitacdo e envelhecimento, sdo
influenciadas pela dissolugdo e recristalizagdo dos reagentes. Devido a isto, a estabilidade do
produto obtido ocorre devido a soma das forgas (atrativas e repulsivas) que promovem 0S
aglomerados de HA. Neste caso, a agitacdo magnética é mais indicada e influente na
cristalinizacao e choque dos ions. A figura 12 exemplifica a relacdo entre os ions em solucéo
(GANACHARI et al., 2016).

Figura 12 - Representacdo gréfica da sintese quimica imida de hidroxiapatita

MEV da HA

Fonte: GANACHARI et al., 2016.

De acordo com o0 exposto, a temperatura torna-se um parametro amplamente influente,
pois, é o alicerce para obter um biomaterial com boas caracteristicas, degradacdo e maior

resisténcia no corpo humano.

3.6.2.5 Influéncia da Temperatura de sinterizacao

A sinterizagdo é definida como um método simples, mais influente, sendo responsavel
pela remocdo de impurezas ou eliminacdo de produtos gasosos e no desempenho de
propriedades. Os principais parametros observados sdo a temperatura e permanéncia ou tempo
de sinterizacdo (TURNER 2009).

Essa etapa pode resultar em propriedades satisfatorias para as bioceramica, em
conformidade com a morfologia a ser obtida seja densa ou porosa. Quando sinterizados, em
sua maioria, apresentam boa densificacdo ou ligacdo entre os gréos, estando de acordo com a

variacdo da temperatura. A Figura 13 exemplifica o que ocorre com as particulas na sinterizagao
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até atingir a densificacdo. De acordo com essa pratica, explica -se que quanto menor o didmetro
maior area superficial e maior nimero de ligacGes e de energia termodindmica, que s&o
resultados de difusao, na formacdao da estrutura final (CHAIM et al., 2008; PRAKASAM et al.,
2015).

Figura 13 - Estagios da densificacdo dos pds durante a sinterizacéo

1° estagio 30 estagio
@ 2° estagio

Formagao de Pescogo ~ COnectividade
dos gréos

Fonte: PRAKASAM et al (2015).

Nas propriedades da Hidroxiapatita configura como uma das etapas mais importantes
na producéo da bioceramica, sendo possivel observar, cristalinidade, formacdo de porosidade
guando compactado, tamanho de cristalito e densificacdo do produto final (GUO; YAN; ZHAO,
2013; FIHRI; VARMA,; SOLHY, 2017; VARADAVENKATESAN et al., 2021).

As sinterizacOes realizadas para hidroxiapatita a baixas temperaturas apresentam poucas
ligacGes entre os gréos, sugerindo menor aglomeracao, no entanto, quando sinterizadas a altas
temperaturas tendem a coalescerem e tornarem-se graos endurecidos com potencial aumento
de cristalinidade. Diante disso, os cristalitos também podem exibir melhor area superficial
quando os parametros de temperatura sdo equilibrados, de modo que apresentem condicGes
necessarias para ligacdo celular (LIU; CHIN; LAI, 1997).

Pu’ad et al (2021), em seu trabalho, sintetizou hidroxiapatita por meio de reacdo de
acido base utilizando material organico da casca do ovo de galinha. Os precursores para este
estudo foram o H3POs, NH4sOH e CaCOsz que posteriormente € convertido em Ca(OH)..
Seguindo as etapas da via Umida, foi sinterizado por 2 horas a 300 °C, 500 °C, 700 °C, 900 °C
e 1100 °C. A analise por microscopia eletrnica por varredura (MEV), pontuou a formacao de

aglomerados irregulares de HA, formacdo e densificagdo entre os graos formados, de acordo
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com 0 aumento da temperatura. A Figura 14 apresenta os aglomerados formados a partir das
temperaturas de 900 e 1100 °C.

Figura 14- Micrografia dos pds obtidos apds sinterizagdo de (a) 900 e (b) 1100 °C

Fonte: PU’AD et al (2021).

Em contraposicao, THI et al (2022), em seu estudo, utilizaram o método por via Umida
com suspenc¢do de Ca(OH)2, HsPOse NH4OH (0,5, 1,0, 1,5 e 2 molar) e sintese com adigdo e
agitacdo lenta de &cido/base a 90 °C, e posterior sinterizagdo a 1000 °C e 1200 °C por 1 hora. O
MET, realizado po6s a sintese, apresentou morfologia em formato bastonete, com tamanhos de
73,4 e 114,5 nm, conforme a Figura 15a. Ao ser realizado o tratamento térmico de 1000 e 1200
°C, observou-se por MEV, a formacdo de aglomerados em formatos esféricos uniformes com
certa densificacdo entre grdos, com aumentos de cristalitos em funcdo da temperatura, como
destacado na Figura 15b. Constatou-se a partir desta analise que a Hidroxiapatita exibe uma
estrutura policristalina com certa estabilidade. Além dessas caracteristicas, por intermédio da
avaliacdo da biocompatibilidade, a HA sinterizada a 1200 °C revelou um maior potencial para

cultivos de células semelhantes aos osteoblastos, tonando o estudo eficaz e com alta praticidade.

Figura 15 - MET (a) dos p6s apds a sintese e (b) MEV dos pds apds as sinterizagdo

Fonte: Adaptada de THI et al (2022).
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3.6.3 AplicagOes da Hidroxiapatita

A hidroxiapatita desempenha um importante papel em demasiadas &reas das ciéncias,
em funcdo das suas caracteriticas. Essa bioceramica possui um amplo campo de aplicabilidades,
em funcdo de suas 6timas propriedades fisico-quimicas, podendo seguir até mesmo processos
de mineralizacdo em sistemas bioldgicos. A partir desta analise, encontra-se um vasto campo
de exploracédo nas areas da odontologia e ortopedia, sendo aplicadas com objetivo de melhorar
a fixacdo de componentes de implantes 6sseos. Além dessas caracteristicas, preenchem vazios
0sseos, liberam farmacos e sdo utilizadas em cirurgias maxilofaciais, provendo a
osseointegracdo e regeneracdo 6ssea. O mesmo observa-se ao ser aplicada como implantes,
principalmente em acos inoxidaveis e ligas de titnio, com objetivo de unir as propriedades de
ambos os materiais e formar um biomaterial com boas carateristicas de enxertia (BORGES,
2018).

Outro importante ponto, é a utilizacdo da HA como catalisadores industriais, para
desidrogenacdo de alcoois em elevada temperaturas, e catalisadores para decomposi¢do de
compostos organicos, oriundo de rejeitos. Outras aplicabilidades sdo relacionadas a controles
ambientais, principalmente em rejeitos advindos das industrias metalurgicas e de incineragédo
de lixo industrial (BORGES, 2018).

Apesar de comportar-se como possivel substituto 6sseo, atualmente a hidroxiapatita tem
sido amplamente utilizada como biestimulador de beleza, na producdo de colageno com efeito
preenchedor, por apresentar composi¢fes minerais semelhantes aos 0ss0s, sem que ocorra
rejeicdo no corpo. Essa técnica surgiu em 2006, com intuito de preencher dobras nasolabiais ou
casos de lipoatrofia facial em pacientes com HIV. Nos dias atuais, a HA desenvolve-se com
intuito de apresentar excelentes resultados para sociedade, ndo sé nas ciéncias bioldgicas, mas
em outras areas como a ambiental (MARTINS et al., 2021).

Os biomateriais tendem a desenvolver e ampliar o campo da pesquisa e aplicacdo, sendo
altamente promissores em demasiadas areas das ciéncias. As bioceramicas como um
biomaterial faz parte deste nucleo evolutivo, juntamente a hidroxiapatita de fosfato de calcio.
A hidroxiapatita € um material que apresenta um vasto campo de exploracdo, sendo
fundamental a observacdo de rotas e reagentes que culminam em boas caracteristicas e
propriedades para este material. Conforme observado, as rotas configuram parametros
essenciais para o desenvolvimento da bioceramica, dessa forma, destaca-se a rota de via Umida,

como um promissor e econdmico método em relacdo as demais rotas existentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério de Préticas
tecnoldgicas (LABPTEC), Laboratério de Quimica (LABQUIM) e Laboratorio de
Caracterizacdo dos Materiais (LABCMAT) da Faculdade de Engenharia de Materiais da
Universidade Federal do Pard (UFPA), campus Ananindeua.

As amostras obtidas neste estudo foram caracterizadas no laboratério de Caracterizacao
Mineral do Instituto de Geociéncias (LCM) — UFPA Campus Belém e laboratério de

Caracterizacdo do Museu Emilio Goeldi — Belem/PA.
4.1  Materiais utilizados

Para producdo dos pos de hidroxiapatita foram utilizados 0s seguintes materiais

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na sintese

Reagentes Formula  Pureza (P.A) Fabricantes Quantidades
] utilizadas
Acido Fosforico H3PO4 85% VETEC 160 ml
Hidroxido de Célcio  Ca(OH): - ISOFAR 50 ¢
Hidréxido de Aménio  NH4OH 30% NEON 90 ml

Fonte: AUTORA (2022).

Com objetivo de produzir a hidroxiapatita sintética, utilizou-se como fonte de Célcio o
Hidroxido de Célcio comercial em textura em p6, e como fonte de fosfato o &cido fosforico, e
finalmente como equalizador de pH o hidroxido de Aménio. Ambos reagentes, exceto o
Hidroxido de Célcio, foram devidamente diluidos para molaridades de 0,5, 1,0 e 1,5.

A diluicdes de 0,5, 1,0 e 1,5 molar e as temperaturas de sinteriza¢fes 900 °C e 1000 °C
foram escolhidas com base em estudos de Yelten e Yilmaz (2016) e adaptadas segundo Yelten
e Yilmaz (2018).

4.1.1 Sintese da Hidroxiapatita

O procedimento experimental da sintese da hidroxiapatita buscou o que foi proposto por
Souza (2019). A técnica utilizada foi por precipitacdo pelo método por via umida, a qual

envolve uma solugdo com precursores acido-base de acido fosférico (HzPO4), hidréxido de
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calcio (Ca(OH).) e hidroxido de amoénio (NH4OH). A Figura 16 sintetiza o procedimento

experimental realizado neste estudo.

Figura 16 - Procedimento experimental

A\
vV v V.

Solugao precipitada - . -
Envehecimentopor 24h  Filtragem/lavagem com aqua destilada

Agitagao Magnetica por 2h

|
Caracterizacdo~~~ Peneiramento com Cominuigzo 900C’e 1000°C oor 2h
por MEV, DRX. FTIR ¢ EDS  abertura de 200 Mesh Sinterizacdo

Fonte: AUTORA (2022).

Primeiramente, os solventes liquidos, acido fosforico (HsPOs) e hidroxido de aménio
(NH4OH), foram diluidos a 0,5, 1,0 e 1,5 molar e o soluto em po6, hidréxido de calcio (Ca(OH).),
foi pesado em 50 g. Posteriormente, com auxilio de um Becker de 500 ml, foi adicionado 50 g
de Ca(OH)2, juntamente com 160 ml de H3sPO4 com adicéo rapida, em um agitador magnético
marca THELGA, com agitacdo constante. A Equacdo 1 apresenta a suspencdo dos precursores

durante a agitacdo magnética.

6H3PO4 + 10Ca(OH)2 — Cal0(PO4)s(OH);2 + 18H20 Equacdo 1
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Para manter o pH proximo de 10, foi adicionado 90 ml de NH;OH de forma lenta. Ap6s
a formacdo da solucdo precursora, a agitagdo magnética perdurou por 2 horas a temperatura

ambiente (25 °C). A Figura 17 apresenta a agitacdo com 0s precursores.

Figura 17 - Agitacdo magnética dos precursores

Fonte: AUTORA (2022).

Em seguida, o material liquido foi mantido em repouso/envelhecimento por 24 horas,
em temperatura ambiente, para formacéo dos cristais de HA. Apos 24 horas, ja com a formacao
do precipitado, o material foi lavado com agua destilada e filtrado em bomba a vacuo. A Figura

18 apresenta alguns componentes utilizados na lavagem do material.

Figura 18 — Aparato utilizado para lavagem do material

Fonte: AUTORA (2022).

Ap06s a lavagem, com auxilio de um vidro de relégio, as pastas foram levadas para etapa
de secagem. A figura 19 destaca o aspecto da pasta formada ap6s a lavagem.
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Figura 19 - Pasta obtida apds a lavagem

Fonte: AUTORA (2022).

Com pH préximo de 10, as amostras foram colocadas em estufa marca GIGANTE

RECEM — NASCIDO a 100 °C por 24 horas, conforme a Figura 20.

Figura 20 — Estufa utilizada na Secagem

Fonte: AUTORA (2022).

Em seguida, ap6s remover a gua residual presente, os pds obtidos foram sinterizados
em forno mufla marca SOLIDSTEEL em temperaturas de 900 °C e 1000 °C por 2 horas a uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min. O forno mufla utilizado nesta etapa € apresento na Figura
21.
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Figura 21 - Etapa de sinteriza¢do dos p6s

Fonte: AUTORA (2022).
Ap0s a tapa de sinterizagdo, o pé foi desaglomerado utilizando almofariz e pistilo, em

seguida peneirado em uma peneira com abertura de 200 mesh. A Figura 22 apresenta 0 aspecto
do pé obtido no fim do procedimento experimental.

Figura 22 - P4 desaglomerado e peneirado

Fonte: AUTORA (2022).
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Por fim, para analise do material obtido foram realizadas as seguintes caracterizagdes:
Difracdo de Raio-X (DRX), Espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), e Espectroscopia por Energia dispersiva (EDS). Ja a
nomenclatura das amostras foi adotada a molaridade, as siglas HA de hidroxiapatita, e o
tratamento térmico realizado. Dessa forma, denominou-se 05HA900, 05HA1000, 10HA900,
10HA1000, 15HA900 e 15HA1000.

4.2  Caracterizacdo do p6 de hidroxiapatita
4.2.1 Difracdo de Raio-X (DRX)

O estudo das fases presentes foi realizado por meio da difracdo raio - x. Foi utilizado
difratdbmetro modelo Empyrean da PANalytical, tubos de raios-X ceramico de anodo de Cu
(Kal=1,54060 A), foco fino longo, filtro KB de Fe, detector PIXCEL3DMedpix3 1x1, no modo
scanning, com voltagem de 40 kV, corrente de 35mA, tamanho do passo 0,0260° em 26,
varredura de 3,0171° a 79, 9771° em 26, tempo/passo de 27,54s, fenda divergente: 1/4° e anti-
espalhamento:1/2°, mascara: 10 mm.

Os padrbes de DRX foram comparados segundo o padrdo de banco de dados catalograficos
presentes nas fixas indexadas no JPDS — PDF — 2 presentes no ICSD (maior banco de dados

mundial para estruturas cristalinas inorganicas), analisadas no software x pert High Score Plus.
4.2.1.1 Refinamento pelo Método de Rietveld

O refinamento de Rietveld é um método matematico que busca calcular o padrdo
utilizando a célula unitaria do material, comparando aos padrdes observados por meio de
softwares (CARVALHO, 2019). O refinamento de Rietveld leva em consideracdo a parametros
de confiabilidade obtido por residuo padrdo ponderado Rup, residuo esperado Rexp, residuo de
padrdo Rpe o fator de Bragg Ry. O GOF ou goodness of fit € obtido pela relacdo de Rexp € Rup.
O Rwp é o que melhor representa o andamento do refinamento, dessa forma, valores em ordem
de 2 a 20% sao considerados bem-sucedidos. J& 0 GOF deve possuir padrdes que determinam
a eficiéncia do refinamento, podem apresentar variaces entre 1 (considerado perfeito) e 5
(refinamentos confiaveis) (CAVALCANTE, 2019).

Para avaliar os parametros de Rietveld, considera-se as intensidade e picos de difracéo
de Raio-X. Para determinacdo quantitativa de fases foi utilizado o programa material analysis
using diffraction (MAUD). Para calcular o tamanho do cristalito (D) foi utilizada a equacgéo 2
de Scherrer (SANTOS et al., 2019).
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_ 0,912 Equacéo 2
"~ Bcos(0)

Onde B ¢ a constante expressa por Scherrer ou constante de proporcionalidade (k), que
depende da forma do cristal e da distribui¢ao definidos pelo tamanho; B ¢ considerado a largura
a meia altura do pico de difragdo (FWHM); A ¢ considerado o comprimento de onda; 0 ¢ o
angulo de difracdo (SANTOS et al., 2019).

A constante de proporcionalidade é uma funcdo da forma geométrica da particula, que
ficam entre 0,84 e 0,89, que depende do tamanho dos cristalitos. Quando a geometria €
desconhecida, admite-se que seja esférica, com a constante de proporcionalidade igual a 0,91
(CAVALCANTE, 2019; LEITAO, 2021).

4.2.2 Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho das amostras requeridas foram obtidos por transmisséo com
pastilhas de KBr (0,15g) + (0,1g), utilizando-se um espectrometro da marca Thermo, modelo
Nicolet iS50 FT-IR, na regido espectral de 4000-400 cm™, a 100 scans e resolucéo de 8 cm™.

As aquisicdes dos dados foram realizadas através do software OMNIC.

4.2.3 Microscopia Eletrdnica por Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva (EDS)

As imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia por Energia
Dispersiva foram obtidas no Laboratdrio de Institucional Microscopia Eletrénica de Varredura
do Museu Paraense Emilio Goeldi, utilizando um microscopio eletronico marca TESCAN,
modelo Mira3, com canhdo de elétrons do tipo FEG (field emission gun), OXFORD
INSTRUMENTS, com ampliagéo de 1000x. As amostras foram metalizadas com ouro (Au) por
27307, depositando uma fina pelicula na superficie da amostra. As imagens foram geradas por
deteccdo de elétrons secundérios, utilizando-se de voltagem 5 kV.

Para analise qualitativa do tamanho médio de graos das amostras foi utilizado o software

image J.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Difragdo de Raio-X (DRX)

Os resultados por difracdo de Raios — X para as amostras sinterizadas a 900 °C e 1000
°C em diferentes molaridades sdo mostrados na Figura 23. As amostras apresentaram padrdes
difratograficos para o fosfato de célcio especificamente ao mineral hidroxiapatita (PDF ICSD
01-074-0565) e Oxido de calcio (PDF ICSD 00-002-0968).

Figura 23 — DRX das amostras por via imida: Fases Hidroxiapatita (#) e 6xido de calcio (¢)
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Fonte: AUTORA (2022).

As amostras apresentaram picos acentuados de Hidroxiapatita, com halos 26 e planos
cristalogréaficos correspondentes: 18,07 (001), 25,85° (002), 28,72° (112), 31,76° (220), 32,17°
(130), 32,89° (103), 34,09° (302), 39,80° (400), 46.68° (213), 49,46° (322). Esses resultados
estdo de acordo com estudos recentes de Aguilar et al (2020), Harkat et al (2021), Bian e Xing
(2022), Drugs et al (2022) e Daulbayev et al (2022). Comparando com estudos realizados por
Vazquez et al (2021), esses picos sao semelhantes aos apresentados na hidroxiapatita produzida

em escala comercial a elevadas temperaturas.
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No estudo de Samiento et al (2022), a obtengdo de hidroxiapatita por via Umida
apresentou picos largos, intensos com alta cristalinidade e com as mesmas posi¢des
apresentadas neste estudo. Além dessa caracteristica, os picos de cristalinidade observados no
DRX apresentam-se devido a distor¢cdes ocorrentes na rede cristalina da hidroxiapatita, em
razdo da substituicdo idnica de fons PO4% por fons CO3%". O aumento da temperatura durante o
processo de sintese e sinterizagdo das amostras eleva a formacdo e alargamento de picos
cristalinos, os tornando mais bem observados, segundo Araujo et al (2020).

Os resultados de difracdo de Raios-X apresentaram poucos picos de éxido de calcio
(CaO) com halos 26 e planos cristalograficos correspondentes: 50,91 (113) e 54,34° (331). A
presenca do CaO foi observada em estudos de Holfman et al (2018), Sawada et al (2021) e
Duarte et al (2022).

Tsai et al (2018) e Siswanto et al (2020), explicam que a presenca do CaO ocorre devido
0 aumento da temperatura de sinterizacdo, em razéo da quebra ou decomposi¢do do carbonato
presente na estrutura do material. Além do elevado aquecimento, mais as condi¢fes acidas
guimicamente ativas que tornam o processo de desidroxilacdo mais evidente, o que permite a
decomposicdo de hidréxido de calcio em éxido de calcio. Outro indicativo revela que as
temperaturas entre 700 °C e 900 °C tornam-se favoraveis para o surgimento de 6xido de célcio
(Ca0), conforme apresentado por Alencar et al (2022). Sendo assim, Siswanto et al (2020)
sugere que a presenca do CaO acelera a formacédo de carbonato de hidroxiapatita em fluido
corporal simulado, por isso atualmente, vem sendo produzido biomateriais com caracteristicas
de HA/CaO para aplicacdo como scaffolds.

Na sintese da HA, infere-se que o tempo e a temperatura sdo parametros fundamentais
para determinacgéo das fases presentes e fatores essenciais na estrutura do material. A partir dos
dados obtidos por meio da difracdo de Raios-X, pode-se definir o tamanho de cristalito (hnm),

regido cristalina (%) e regido amorfa (%). Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da analise realizada por DRX

Amostra Cristalito Regido Cristalina Regido Amorfa (%)
(nm) (%)
05HA900 55,83 84,16 15,83
05HA1000 64,13 87,28 12,71
10HA900 62,23 89,89 10,01
10HA1000 63,37 84,64 15,35
15HA900 58,64 86,40 13,60
15HA1000 59,40 83,43 16,56

Fonte: AUTORA (2022).
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Os tamanhos dos cristalitos das amostras de HA apresentaram valores medios em
aproximadamente 55 nm e 64 nm. Observa-se, de acordo com as diferencas dos grupos de
molaridades, que as amostras apresentaram pequenas variacdes entre os tamanhos de cristalitos,
conforme observado principalmente nas amostras de 05HA900 e 15HA1000. Assim, observa-
se um padrdo de aumento de tamanho, para cada grupo de molaridade estudada, quando ha
variagdo nas temperaturas de sinterizagao de 900 °C e 1000 °C. Portanto, as molaridades e as
temperaturas consolidam-se como parametros influentes no tamanho do cristalito

Além do tamanho de cristalito, a cristalinidade é uma caracteristica que possui a
capacidade de alteracédo da dissolugdo do biomaterial. Os resultados de cristalinidade, conforme
apresentado, apresentaram variacdes entre 83,43% e 89,89%. Esses resultados refletem o
esperado para valores de cristalinidade para a HA, conforme descrito na literatura sendo acima
de 80%, conforme o estudo de Batista (2020).

511 Refinamento de Rietveld

A composicdo quantitativa de fases presentes no material é presentada na Tabela 5,

conforme os dados obtidos por refinamento de Rietveld

Tabela 5- Dados do refinamento de Rietveld

Amostra Fatores - R

HA CaO Rwp Rexp Rp Rb GOF
05HA900 95,65 4,35 491 3,93 3,76 453 1,24
05HA1000 96,20 3,80 4,38 3,90 3,32 3,68 1,12
10HA900 97,19 2,81 427 3,86 3,19 3,76 1,10
10HA1000 96,50 3,50 4,22 3,85 3,30 3,55 1,15
15HA900 97,02 2,98 4,64 3,97 3,67 4,87 1,16
15HA1000 93,30 6,70 2,40 2,08 2,26 7,80 1,09

Fonte: AUTORA (2022).

Onde: Rwp € o residuo padrdo ponderado; Rp é o residuo padréo; Rexp € o residuo padréo
esperado; Rb é o fator de Bragg; GOF ou “Goodness of li”” consiste no nivel de confiabilidade
do refinamento.

Conforme a tabela 5, as amostras apresentaram percentuais de HA superiores a 90%
com variagdo de entre 93,30% e 97,19%, com pequenos percentuais de CaO com variagoes
entre 2,81% e 6,70% (FERREIRA et al., 2021). Os elevados percentuais de HA eram esperados,
conforme observado nos picos de DRX. De acordo com o discutido anteriormente, a presenga

de CaO na composicdo ndo causa irregularidade ou possivel rejeicdo no organismo.
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Do ponto de vista matematico, os resultados de Rw, € a GOF séo os principais
parametros observados. Constata-se, segundo os resultados apontados na tabela 6, que 0s
resultados de Rwp variam entre 2,40% e 4,91% e os valores de GOF entre 1,09 e 1,24,
considerados valores confiaveis para o refinamento. Padrdes semelhantes foram encontrados
por Cavalcante (2019), Zanelato (2019) e Ferreira et al (2021).

5.2  Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR)

Na anélise grafica por FTIR é possivel observar o eixo y pertencente ao percentual de
transmitancia e o0 eixo x correspondente ao nimero de ondas especifico presente, os quais
permitem identificar grupos caracteristicos por intermédio de bandas de absorcdo. A Figura 24
apresenta bandas caracteristicas obtidas para as amostras sintetizadas por via Umida.

Os espectros do Infravermelho para todas as amostras indicaram a presenca de bandas
de absorc&o dos grupos hidroxila (OH"), carbonatos (COs*) e fosfatos (PO4>).

Figura 24 - FTIR das amostras produzidas
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Fonte: AUTORA (2022).
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Os numeros de ondas e 0s respectivos grupos funcionais para amostras obtidas, segundo
a analise do FTIR, sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Descricdo das bandas e grupos correspondentes das amostras

Amostra Grupos caracteristicos e Nimeros de Ondas (cm™)

PO COs* OH-
05HA900 1042 - 873 - 571 1479 — 746 3646 — 3570
05HA1000 1045 — 874 — 568 1488 — X 3644 — 3571
10HA900 1037 — 875 - 573 1472 — 746 3647 — 3569
10HA1000 1042 — 875 — 568 1465 — 749 3645 — 3571
15HA900 1036 — 874 — 565 1458 — 744 3643 - 3571
15HA1000 1037 — 874 — 566 1461 - X 3644 — 3570

Fonte: AUTORA (2022).

Os resultados apontam bandas tipicas do grupo OH™ com estiramentos simétricos de
ligagGes entre os atomos O-H de 3646 cm™ e 3570 cm™, respectivamente (PANDEY et al.,
2020; WANG et al., 2021). Tais diferencas de intensidades estdo associadas a decomposic¢ao
ou desidroxilacdo da dgua em funcéo ao aumento de temperatura de sinterizacio (ARAUJO et
al., 2020; RUIZ et al., 2022). Essa caracteristica foi observada em todas amostras.

Bandas de absorgdo caracteristicas do grupo carbonato COs?> com estiramento (v3)
antissimétrico de ligacéo entre os &tomos C=0 foram observadas em 1479 cm™ e em 746 cm™
com estiramentos (v2) de ligagdes assimétricas (DHANANJAYA et al., 2021). Ruiz et al
(2022), destaca que a presenga de vibragdes v2 e v3 no ion CO3?" sdo indicativos para qualificar
0 tipo de substituicdo sofrida na estrutura da HA, podendo ser do tipo A ou do tipo B. A
hidroxiapatita do tipo A apresenta substituicdes de carbonatos nos sitios de ions OH", ja a
hidroxiapatita do tipo B apresenta substituicdes dos grupos carbonatos nos sitios dos ions
fosfatos. Essas substituicGes ndo alteram a cristalinidade do material, mas sim aceleram o
processo de dissolucdo na estrutura (OCHOA; LOPEX; COPETE, 2021). Apesar das diferentes
substituicOes, tais caracteristicas ndo influem diretamente estrutura, ou seja, ambas estruturas
permanecem hexagonais com eixos a e b iguais, sem modificacdes, segundo LEITE et al., 2018.

As HA do tipo B possuem composi¢des similares aos tecidos dsseo e dentério, além de
dissolugdo mais rapida que favorece a formacao de ligagdes quimica fortes, diferentemente da
HA tipo A. Além dessas caracteristicas citadas, o tipo B apresenta maior organizacgéo estrutural,
estabilidade e conectividade com as células osteoblésticas, que sdo responsaveis pela
regeneracio 6ssea, conforme discutido por OCHOA; LOPEX; COPETE (2021). Devido a isto,

é mais indicado obter HA do tipo B.
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Outra caracteristica observada, em relacdo as amostras 05HA1000 e 15HA1000, foi
que as vibragdes do tipo v2 tenderam a diminuir ou praticamente desaparecer, esta diminuigdo
explica-se pela razdo do aumento da molaridade em relagdo ao grupo sinterizado a 1000 °C.

No espectro do infravermelho, observou-se também em 1042 cm™ ondulagbes
referentes ao grupo PO4> com estiramento (v3) assimétrico de ligacéo entre 4&tomos de P=0 e
menores intensidades como 873 cm™ e 571 cm™ com estiramento (v2) simétrico de ligagdo de
atomos P-O e estiramento (v4) assimétrico de ligacdo P-O-P, respectivamente (ORTALI et al.,
2018; SOUZA et al., 2019; URIBE et al., 2022).

As bandas de absorcdo observadas indicam a presencga da hidroxiapatita em todas as
amostras, sugerindo a obtencdo de uma bioceramica carbonatada com substituicao de ions do
tipo B.

5.3  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para avaliacdo mofoldgica dos po6s das amostras sintetizadas por via Umida e
sinterizadas a 900 °C e 1000 °C, foi realizada a Microscopia Eletronica por Varredura. A figura
25 apresenta as imagens microscopicas obtidas para as amostras 05HA900, 05HA1000,
10HA1000, 15HA900 e 15 HA1000.

Figura 25 - MEV das amostras (a) 05HA900; (b) 05HA1000; (c) 10HA900; (d) 10HA1000; (€) 15HA900; (f)
15HA1000
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Fonte: AUTORA (2022).

Analisando as imagens contidas na figura 25, pode-se observar que todas as amostras
apresentaram aglomerados de grdos pseudo-hexagonais em algumas regides do material, como
indicados nos circulos azuis. Entretanto, a analise revela a formagdo com predominéncia
morfolégica esférica, como mostrado em circulos amarelos, confirmando um aspecto
morfolégico irregular com variacdo de formas e tamanhos de grdos para todas as amostras.
Além disso, os grdos formados resultaram em redes com ligacGes submicrométricas ou
porosidades interconectadas com contornos de grdos, como sinalizadas nos circulos vermelhos.
As amostras 05HA900, 05HA1000 e 10HA900, apresentaram pouca ou nenhuma rede de
ligagdo, de acordo com as imagens da regido analisada, sugere-se entdo que houve uma maior
densificagdo dos graos, independente da variacdo de temperatura de 100 °C. Gemelli et al
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(2020), explica que a rede formada por ligacGes entre grdos é uma qualidade desejavel em razéo
do surgimento para arcabouco e desenvolvimento celular.

Observa-se, conforme apontado em setas laranjas, a formacdo de contornos claros e
visiveis de gréos. Este resultado esta diretamente ligado ao processo de aquecimento a altas
temperaturas, que resultou na formacdo de grdos por mecanismos de transporte atdmico
difusional. Pontua-se a partir disso, formacOes de pequenos pesco¢os com escassa variagdo
dimensional, caracteristicos de coalescimento de graos, como sinalizados por circulos brancos.
Ao decorrer do aguecimento ha encolhimento entre as particulas, maior area de contato entre
gréos e consequente formacdo de contornos, coalescimento aparente, crescimento de ligagoes
submicrométricas/poros remanescentes e também densificacdo de particulas, conforme o os
estudos de Silva (2019) e Faccio (2021).

A anélise qualitativa dos tamanhos médios de graos para as amostras a temperaturas de
900 °C, mostram que houve varia¢des de 148,14 nm a 162 nm. Em contrapartida, as amostras
produzidas a 1000 °C apresentaram tamanho médios de grdos aproximadamente de 177,01 nm
a 178,02 nm. As variacbes do tamanho de grdos entre as amostras podem estar ligadas ao
aumento da temperatura de sinterizacdo, uma vez que tenderam a aumentar quando aquecidos
a altas temperaturas, conforme apontado por Cavalcante et al (2019) e Viana et al (2020).

Esses aspectos morfoldgicos observados para essa estrutura sdo formados quando a
hidroxiapatita € sintetizada por precipitacdo quimica método de via imida (HADI et al., 2020).
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5.4  Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS)

Para avaliar os elementos quimicos presentes nas amostras de HA, foi realizada a anélise
semiquantitativa por Espectroscopia por Energia dispersiva. A Figura 25 apresenta a regido
analisada e o gréafico correspondente aos elementos presentes em cada amostra.

Figura 26 — EDS das regides analisadas, graficos e elementos presentes, sendo: (a) e (b) para 05HA900, (c) e (d)

para 05HA1000, (e) e (f) para 10HA900, (g) e (h) para 10HA1000, (i) e (j) para 15HA1000 e (k) e (I) para
15HA1000, respectivamente
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Fonte: AUTORA (2022).

Os resultados de EDS, mostraram que as amostras apresentaram regides aglomeradas
com coloracg6es claras, sinalizadas em setas e circulos amarelos, que sdo associadas aos ions
Calcio e fosforo, constituintes principais para HA (CERON et al., 2021; SILVA, 2019). Essa
caracteristica é comparada presenca de altos picos dos elementos calcio (Ca), fésforo (P) e
Oxigénio (O) nos graficos da figura 26. Estes resultados foram observados em estudos como
de Hakart et al (2020), Thenmozhi et al (2022), Salahuddin et al (2022) e Mahanty et al (2022).
A tabela 7 apresenta os resultados de EDS para a analise semiquantitativa dos elementos

presentes, em relagdo aos elementos em peso e atdmico e a relagcdo de Ca/P no material.

Tabela 7 - Resultados da analise quimica semiquantitativa por espalhamento de energia dispersiva (EDS) das
amostras de 05HA900, 05HA1000, 10HA900, 10HA1000, 15HA900 e 15HA1000

Elementos %

Amostra Peso Atbmico Ca/P
@) P Ca @) P Ca

05HA900 47,06 17,05 3590 67,04 12,54 20,41 1,62
05HA1000 45,36 16,88 37,75 65,60 12,61 21,79 1,72
10HA900 61,96 12,69 25,35 78,80 8,33 12,87 1,54
10HA1000 56,88 14,65 28,48 75,03 9,98 15,00 1,50
15HA900 45,36 16,88 37,75 65,60 12,61 21,79 1,72
15HA1000 48,78 16,90 34,33 68,50 12,26 19,24 1,56

Fonte: AUTORA (2022).

Segundo os resultados da tabela 7, as amostras indicam que ndo houve variagdo
significativa na quantidade dos elementos existentes. A quantidade elevada de Ca e P era

esperado, em razdo do método utilizado de sintese apresentar materiais primas com niveis de
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purezas adequados. Esse aspecto também infere na relacdo célcio/fésforo (Ca/P) que variou de
1,54 a 1,72. Segundo o apresentado na tabela 7, 0 aumento do pH e menor temperatura de
sintese, sugere-se que havera um aumento na incorporagdo de ions COs% na estrutura, 0 que
tende a aumentar a razdo Ca/P para proximo ou superior a 1,67, segundo RUELLAS (2020).
Conforme observado, os resultados apresentaram aspectos que qualificam, como
descrito na literatura, as amostras obtidas neste estudo como material ceramico. Tais
semelhancas, conforme as andlises e discussdes apresentadas, conferem aspectos quimicos e
microestruturais como indicativos para aplicacdo da hidroxiapatita como um possivel

biomaterial.
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6 CONCLUSAO

A anélise por espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR) das amostras revelou
a presenca de grupos funcionais, dentre esses os carbonatos e os fosfatos, que séo caracteristicos
da hidroxiapatita.

Por meio da difracdo de Raio-X (DRX), constatou-se a presenca majoritaria de
Hidroxiapatita e também a presenca de uma fase secundaria de 6xido de calcio. Foi possivel
observar com o alicerce da literatura que o CaO néo atuaria no material como uma impureza e
que poderia apresentar-se como um influente na recuperacéo celular. Com a mesma analise foi
possivel concluir que a sintese a temperaturas elevadas aumenta o percentual de cristalinidade
e também o tamanho do cristalito do material. J& o refinamento de Rietveld, avaliando
guantitativamente as fases presentes, apresentou percentuais satisfatorios de HA obtido com
um GOF aproximado 1,09 a 1,32, ratificando a eficiéncia da técnica e do método de obtencéo
do material.

A microscopia eletronica por varredura (MEV), mostrou uma morfologia irregular para
todas as amostras, com formatos pseudo-hexagonais e esféricos atribuidos a etapas de
peneiramento e preparacdo das amostras. Além disso, apresentaram contornos bem definidos
de grdos e possiveis tamanhos manométricos. J& espectroscopia por energia dispersiva (EDS),
apresentou a andlise semiquantitativa para as amostras, com percentuais equivalentes ao
exibido na literatura, com a presenca majoritaria dos elementos Oxigénio, Célcio e Fosforo.

A metodologia utilizando agitacdo magnética a temperatura ambiente, envelhecimento
por 24 horas e lavagem com agua destilada, foram vitais para obtencdo do material. A filtragem
utilizando a bomba a vacuo foi fundamental para evitar a liberacdo de gases durante o processo
de sintese.

Ja as temperaturas de sinterizacdo escolhidas apresentaram caracteristicas similares no
aspecto microestrutura e percentuais de hidroxiapatita presente. Por outro lado, as altas
temperaturas o material mostra-se mais cristalino e com graos mais densificados. Foi possivel
observar pequenas variagdes nos tamanhos de cristalito, em relacdo as temperaturas de 900 °C
e 1000 °C em relacdo a variacdo do grupo molar. Por fim, tendo em vista a variagdo das
molaridades 0,5, 1,0 e 1,5 molar, observou-se que as amostras apresentaram pequenas
variagdes, principalmente na cristalinidade, em decorréncia da diluigdo, ou seja, as molaridades
influenciaram sutilmente nas caracteristicas do material.

Conclui-se que a partir das analises realizadas por FTIR, DRX, MEV e EDS, que a HA

obtida neste estudo € a hidroxiapatita carbonatada do tipo B, sugerindo um tamanho de grédo
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nanomeétrico. A partir disso, o estudo apresentou resultados satisfatorios e atingiu os objetivos
propostos, e confirmou a eficiéncia do método de via Umida utilizando reagentes sintéticos
economicamente baratos e com alta pureza.

Por fim, conforme observado nas andlises realizadas, o material produzido neste estudo
apresenta grande potencial que o qualificam para possivel aplicacdo como biomaterial, de tal
forma, que posteriores estudos, como testes bioldgicos, sejam realizados para confirmar essa

caracteristica.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Como sugestdo a autora cita as seguintes analises:

e Analise por microscopia eletronica de transmissdo (TEM);

e Analise por termogravimetria (TG) e termogravimetria por derivada (DTG) para
avaliar a estabilidade térmica;

e Utilizar outros reagentes a base de célcio e fdsforo para avaliar novas
caracteristicas ou semelhantes as observadas neste trabalho;

e Produzir pastilhas ou incorporar em scaffolds para realizar testes in vivo e in
vitro, para posteriormente avaliar a propriedades mecénicas como resisténcia a

compressdo, fadiga e a avaliagdo da tenacidade;
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Resumo
A hidroxiapatita € uma bioceramica que desperta grande interesse cientifico por
apresentar semelhangas aos 0ssos e dentes humanos. O objetivo deste estudo foi
produzir e caracterizar microestruturalmente a hidroxiapatita utilizando a técnica de
precipitagao, por método de via umida e calcinagao a 1000 °C por 2 horas.
Posteriormente avaliar o tamanho do cristalito e analisar quantitativamente o pé
obtido, utilizando o método de Rietveld. A obtengao do pd de HA foi por meio de
uma solugdo com precursores acido-base a 1,5 molar, dentre esses, acido fosférico
(HsPOz), hidroxido de calcio (Ca(OHz)) e hidroxido de amoénio (NH4OH). Em seguida
caracterizou-se o pé por Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR) e
Difracao de Raio — x (DRX). Os resultados mostraram as presengas das fases
cristalinas de hidroxiapatita e oxido de calcio, alem de bandas dos grupamentos
POs*, CO3* e OH, O refinamento de Rietveld apresentou fases quantitativas da
hidroxiapatita, cerca de 93,3% de HA e 6,7% de CaO e GOF de 1,15% de acordo
com os parametros matematicos qualitativos comuns. A partir disso, foi possivel
constatar a obtengac da hidroxiapatita com estrutura hexagonal, a partir da sintese
por via umida
Palavras-chave: Hidroxiapatita; Bioceramicas; Sintese; Caracterizagao.

APPLICATION OF THE RIETVELD METHOD IN THE SYNTHESIS AND
CHARACTERIZATION OF HYDROXYAPATITE

Abstract
Hydroxyapatite is a bioceramic that arouses great scientific interest because it has
similarities to human bones and teeth. The objective of this study was to produce and
microstructurally characterize the hydroxyapatite using the precipitation technique, by
the wet and calcination method at 1000 °C for 2 hours. Afterwards, evaluate the size
of the crystallite and quantitatively analyze the powder obtained, using the Rietveld
method. The HA powder was obtained through a solution with 1.5 molar acid-base
precursors, including phosphoric acid (HsPO2), calcium hydroxide (Ca(OH2)) and
ammonium hydroxide (NH:OH). Then the powder was characterized by Fourier
Transform Spectroscopy (FTIR) and X-Ray Diffraction (XRD). The results showed the
presence of hydroxyapatite and calcium oxide crystalline phases, as well as bands of
PO+*, COs* and OH groups. The Rietveld refinement showed quantitative
hydroxyapatite phases, about 93.3% HA and 6.7% CaO and 1.15% GOF according
to common qualitative mathematical parameters. From this, it was possible to verify
the obtaining of hydroxyapatite with hexagonal structure, from the wet synthesis.
Keywords: Hydroxypatite; Bioceramic; Synthesis; Characterization
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