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RESUMO

A hidroxiapatita (HA), Caio(POa4)s(OH)2, € um biomaterial amplamente usado
nas areas medica e odontologica. Varios métodos de sintese da HA tém sido
relatados na literatura como: precipitacdo, sol-gel, hidrotermal e solvotérmico, entre
outros. Uma maneira eficiente de acelerar o processo de obten¢éo da HA, reduzindo
o tempo de sintese, é a utilizagdo da sintese hidrotermal assistida por micro-ondas.
Este método permite também o controle morfologico das particulas, uma vez que a
morfologia das apatitas sintéticas sdo extremamente sensiveis as condi¢cdes de
sintese (temperatura, poténcia, tempo de reacdo). Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo realizar um estudo comparativo da estrutura cristalina e morfolégica das
amostras de HA obtidas pelos métodos hidrotermal e hidrotermal assistido por micro-
ondas visando a sua utilizacdo como enxerto 0sseo. As amostras foram
caracterizadas por difracao de raios X (DRX), espectroscopia vibracional de absorcao
na regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletrbnica de varredura por efeito de campo (MEV/FEG) com acoplamento de
acessorio de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e refinamento da estrutura
pelo Método de Rietveld. Pela analise do MEV/FEG verificou-se a formagéo de
cristais de diferentes tamanhos para cada método de sintese. O método hidrotérmico
assistido por micro-ondas, nas condicfes utilizadas neste estudo, possibilitou a
obtencdo de HA com aglomerados esféricos e particulas nanométricas. Todas as
amostras apresentaram nos difratogramas picos caracteristicos de HA. Os
resultados obtidos com as andlises FTIR e Rietveld-MEM sugerem que o0 mecanismo
de reacdo ocorrido na sintese hidrotermal por micro-ondas favorece a formacao de

uma hidroxiapatita carbonatada tipo AB.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, hidrotermal, micro-ondas.



ABSTRACT

The hydroxyapatite (HA), Caio(POa4)s(OH)2. is one of the biomaterials used in
the medicine and dentistry areas. Several methods to synthetize hydroxyapatite have
been reported in the literature such as: precipitation, sol-gel, hydrothermal and
solvothermal among others. An efficient way to accelerate the process, reducing the
synthesis time is the use of microwave assisted hydrothermal synthesis. In addition, it
enables the control of the morphology of the particles obtained, since the morphologies
of synthetic apatites are extremely sensitive to the synthesis conditions (temperature,
power, reaction time). This work had as objective to realize a comparative study of the
crystalline structure and morphological of the HA samples, obtained by the methods
hydrothermal and microwave assisted hydrothermal. The purpose is to obtain HA to
be use as bone graft. These characterizations were: Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy by field effect (FE-SEM), X-ray
diffraction (XRD) and refinement by Rietveld method. It was verified crystals of different
sizes for each synthesis method. The microwave assisted hydrothermal method, in the
conditions used in this study, made it possible to obtain HA with spherical shaped
agglomerates and nanometric particles. All the samples presented characteristics
peaks to the formation of HA in the
diffractogram. The results obtained from the FTIR and the Rietveld-MEM analyses
suggest that the reaction mechanism occurred in the microwave-hydrothermal

synthesis favours the formation of a carbonated hydroxyapatite type AB.

Keywords: Hydroxyapatite, hydrothermal, microwave.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populacdo mundial, a elevacdo da expectativa de
vida e os maus habitos alimentares aliados a ma higiene bucal s&o alguns fatores
que levam a necessidade de busca, melhorias tecnoldgicas e desenvolvimento
de biomateriais para diferentes finalidades (PIRES, BIERHALZ, MORAES,
2015).

Entre os diversos biomateriais, fosfatos de célcio tém atraido grande
interesse devido a variedade de aplicag6es no campo biomédico e odontolégico.
Além da questdo de seu baixo custo, potencial biodegradavel e
biocompatibilidade. (ANGHELINA, et al., 2013).

O fosfato de calcio € um componente inorganico presente em tecidos
biolégicos duros (por exemplo, 0ssos e dentes), onde se encontra sob a forma
de hidroxiapatita Caio(OH)2(PO4)s (MANCARDI, TERRANOVA, LEEUW, 2016).
Este material € capaz de integrar biologicamente quando diretamente implantado
em um defeito 6sseo. Além disso, ndo produz efeito nocivo sobre o sistema
imunoldégico, ndo € toxico, e apresenta comportamento osteocondutivo
(ANGHELINA, et al., 2013).

Osteoinducéo é o processo pelo qual a osteogénese é induzida. E um
fenbmeno regularmente visto em qualquer tipo de cicatrizacdo 6ssea implica no
recrutamento de células imaturas e a estimulacdo destas células para
desenvolver os pré-osteoblastos. Em um 0sso que necessita de uma situacéo
de cura, como uma fratura, a maioria da cicatrizacdo 6ssea é dependente na
osteoinducéo. Osteoconducéo significa que o 0sso cresce em uma superficie.
Uma superficie osteocondutora é aquela que permite crescimento ésseo em sua
superficie ou em poros, canais ou canos. A osteoconducdo é o processo pelo
qual o 0sso é direcionado em conformidade com a superficie de um material este
fendmeno é regularmente visto no caso de implante 6sseo. Materiais de implante
de baixa biocompatibilidade, como cobre e prata mostram pouca ou nenhuma
osteoconducao (ALBREKTSSON, JOHANSSON, 2001)
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A hidroxiapatita (HA) sintética pode ser utilizada para o reparo de tecidos
duros, aumento 6sseo, assim como no recobrimento de implantes, material de
enxerto para 0ssos e dentes, ou ainda, no reparo de tecidos moles como a pele,
musculos e gengiva (CIVIDATTI, et al., 2014). Entretanto, uma das barreiras que
ainda necessita ser transponivel, no caso da sintese de hidroxiapatita, € a
questao das apatitas biologicas (esmalte dentario, dentina e 0ssos) divergirem
da HA sinteticamente produzida em: estequiometria, composic¢ao, cristalinidade
e também em outras propriedades fisicas e mecéanicas (HENCH, 2011).

A literatura descreve varias metodologias utilizadas no preparo de cristais
e pos de HA incluindo reacdes no estado solido, técnicas de plasma, crescimento
de cristais em condi¢cGes hidrotermais, hidrolise de outros sais de fosfato de
calcio, sol-gel, solvotermal, precipitacao, entre outros. Todos os métodos visam
sintetizar a HA com caracteristica bem definida para as diversas aplicacfes. Em
condicBes ideais, os materiais ceramicos sintetizados, quando utilizados como
biomateriais, devem apresentar caracteristicas fisico-quimicas, pureza e
estrutura cristalina o mais semelhante possivel com HA naturais. As
caracteristicas da HA dependem de uma série de fatores relativos ao processo
de sintese, tais como impurezas, reagentes precursores, morfologia e tamanho

de cristal, concentracdo, pH e temperatura.

Dentre os metodos ja citados o metodo hidrotermal assistido por micro-
ondas é um método que permite alteracdes de parametros de sintese e aumenta
significativamente a eficiéncia da obtencdo de hidroxiapatita sintética, em
comparacao com os metodos convencionais. (COSTA, et al., 2009; HUI, et al.,
2010). As principais vantagens do meéetodo hidrotermal assistido por micro-ondas
em relacdo as formas convencionais de aquecimento sdo o tempo de exposicao
ao aquecimento relativamente mais curto e o aguecimento de forma uniforme
(DE LA HOZ, ORTIZ, MOREN, 2005; LI, KAPLAN, ZREIQAT, 2014).

Portanto, tendo em vista a necessidade de obtencéo de biomateriais com
maior rapidez e menor custo, pois, os materiais utilizados sao importados.
Analisando a demanda mundial encontra-se reportado na literatura que, o

segmento de maior sucesso em vendas € o de implantes ortopédicos, com
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perspectivas de atingir 57,9 bilhdes de ddlares em 2016. E a expectativa é que
em 2019 estes gastos ultrapassem 33 bilhdes de doélares, com dispositivos
implantaveis, sem duavida os biomateriais ortopédicos tém alta
representatividade econdmica. (PIRES, BIERHALZ, MORAES, 2015).

Preconizou-se neste trabalho a sintese de hidroxiapatita nanométrica pelo
meétodo hidrotermal assistido por micro-ondas. O objetivo do trabalho foi avaliar
as caracteristicas estruturais e morfolégicas provocadas pelas alteracbes nos
parametros de sintese da HA obtida pelo método hidrotermal assistido por micro-

ondas visando sua utilizacdo em enxertos 0sseos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RELACAO DE BIOMATERIAIS E MERCADO

A economia mundial possui um gasto consideravel com o mercado de
biomateriais, constata-se na bibliografia que cerca de 300.000 tipos de
biomateriais sdo utilizados na area da saude. O Sistema Unico de Saude (SUS)
no Brasil em 2004 teve um gasto de cerca de 1,25 bilhoes de reais, somente com

aguisicao de proteses em procedimentos cirdrgicos no SUS (VASCO,2015).

Em nosso pais grande parte dos biomateriais € importada, o que tem
gerado grandes custos para os cofres publicos (DALMONICO,2012). No ano de
2015 em reunido no senado, o Ministro da Saude, Arthur Chioro, argumenta que,
a Johnson & Johnson é a grande lider do mercado de dispositivos médicos. A
Siemens vem em segundo lugar, e ndo ha nenhuma empresa brasileira na
relacdo das vinte maiores em atuagéo no mercado mundial, que respondem por
54% dessa demanda e movimentam 57 bilhdes de ddlares (VASCO,2015).

Nota-se ainda expressiva expansao ao longo dos Ultimos anos no
mercado global de biomateriais. Em 2008, este mercado movimentou US$ 25.6
bilhdes mundialmente, tendo a seguinte distribuicdo: 43%nos USA, 33% na
Europa, 3% na Asia (Pacifico), 2% no Brasil e 19% no restante do mundo.Em
2012, este mercado atingiu a cifra de US$ 44 bilhdes, tendo-se previsdes de que
atinja, em 2017, o total de 88,4 bilhdes de dblares, com uma taxa de crescimento
de 22,1% ao ano. Supostamente, este mercado continuard sendo liderado
nospréximos anos pela América do Norte, Europa e Asia (PIRES, BIERHALZ,
MORAES, 2015).

No Brasil, em 2014, o gasto do SUS com proteses ficou acima de R$ 1
bilhdo — R$ 730 milhdes com equipamentos cardiovasculares, e R$ 210 milhdes
em dispositivos ortopédicos. Noventa por cento das empresas do setor sdo de
pequeno porte. Contudo ainda é vasta a demanda por biomateriais e a pesquisa
e o desenvolvimento de produtos nacionais de qualidade, e com baixo custo séo

imprescindiveis para a manutencao da saude publica (VASCO,2015).
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2.2 DEFINICAO DE BIOMATERIAIS

O termo biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional de
Desenvolvimento em Saude em novembro de 1982 nos Estados Unidos. Pode
ser definido como quaisquer substancias ou combinacdo delas, sintética ou
natural, que possam ser usadas por um periodo de tempo, de forma completa
ou parcial, como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo. Um biomaterial necessita ainda ser seguro,
econdbmico e fisiologicamente aceitavel. O principal fator que distingue um
biomaterial de qualquer outro € a existéncia de contato com o tecido humano
sem lhe causar nenhum tipo de dano, definida como biocompatibilidade
(HELMUS et al., 1995).

Biocompatibilidade inicialmente era relacionada com dispositivos
implantaveis que eram destinados a permanecer dentro de um individuo por um
longo tempo. Porém, a primeira geracao de dispositivos implantaveis, durante os
anos 1940 e 1980, necessitava cada vez mais de um melhor desempenho
biolégico e de materiais menos reativos quimicamente. Portanto, novos materiais
foram sendo selecionados e/ou desenvolvidos com determinadas
especificidades como: ndo toxicos, ndo imunogénicos, ndao trombogénicos, ndo
cancerigenos, nao irritantes, entre outros. Estas especificidades tornaram-se
padrao para a definicdo de biocompatibilidade (WILLIAMS,2008).

Os biomateriais devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta
imunolégica adequada, isso caracteriza a biocompatibilidade. Os materiais
sintéticos utilizados para esse fim podem ser metais, ceramicos, polimeros,
vidros e compasitos.

A aplicacdo de biomateriais sintéticos na regeneracéo do tecido 6sseo,
como uma alternativa aos enxertos 0sseos, € relevante, pois eles ndo danificam
tecidos saudaveis, ndo aumentam o0s riscos de contaminagfes virais e
bacterianas, além de serem disponibilizados comercialmente. De acordo com a
definicdo de biomateriais eles podem ser classificados de acordo com o tipo

material que o constitui como esta em destaque na Tabela 1.
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Tabela 1 - Materiais constituintes dos biomateriais.

Materiais

Biomateriais

Polimeros

Polietileno,Poli (metacrilato de
metila), poliéster, silicone, celulose,

guitosana e quitina.

Metais e ligas

Aco inoxidavel, Liga de titanio,
Liga de Cobalto e Cromo.

Ceramicas e vidros

Alumina, ZircOnia,
Hidroxiapatita, fosfato tricalcio (TCP)
e Vidros bioativos.

Compositos

Fibra de carbono e Fosfato de

Célcio-Colageno.

Fonte: (HELMUS, M. N. et al., 1995)

Com o surgimento de novas tecnologias, e assim, consequentemente, de

novos biomateriais tornou-se possivel obter dispositivos implantaveis para

praticamente todo o organismo humano, conforme exemplifica a Figura 1.
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Figura 1 - Disposicdo dos inimeros biomateriais em relacdo ao esqueleto humano. Hidroxiapatita
(HA), Fosfato Tricélcio (TCP), Biovidros (BV), Vitroceramicas (A-W), Compdsitos Bioativos (CB),
Fosfatos de Calcio (CaP), Polietileno (PE), Poliacido- Lactico (PLA.).

Implantes otolaringoldgicos

(HA, AW, BV, CB)\ ; Recuperacdo de crénio (BV)

/" Lentes intraoculares  (41z03)

Reconstrucdo ‘Recobrimento com HA
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Prétese de Preenchimento dsseo ( TCP, CaP, AW, BV)

sustentacdo de
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HA. recobrimenta del
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ou AW) _::;; | od I/
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| \\\ Reparos no topo da bacia (A-W)

\ Dispositivos de fixagdo ortopédica (PLA-
CaP)
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ligamento
(Compdsito de fibra
-C)

. _' Juntas de HA

Fonte adaptado: HENCH, WILSON (1993)
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2.2.1 Biomateriais poliméricos

O uso de polimeros na medicina esta propriamente ligado ao nascimento
do campo da ciéncia do polimero. Suturas de nylon foram relatadas no inicio da
década de 1940, assim como, publica¢gBes de artigos em revistas médicas sobre
0 uso em cirurgia de polimeros como nylon, poli (metacrilato de metila) (PMMA),
poliéster Dacron e cloreto de polivinila. Posteriormente, foram utiizados em
conjunto polimeros como o Teflon, polipropileno de alta densidade e
poliuretanos, igualmente adaptados para utilizacdo em cirurgia (GRIFFITH,
2000). Ao Ilongo das dultimas décadas, o0s biomateriais poliméricos
revolucionaram o campo médico e foram utilizados em uma ampla variedade de
aplicacoes, tais como sistemas de liberacdo controlada de drogas, suportes de
cultura de células, andaimes para engenharia de tecidos, biosensores,
dispositivos de biosseparacao, revestimentos reativos , imagiologia médica e
dispositivos médico (DESHAYES, KASKO, 2013)

2.2.2 Compositos

Os compdésitos trouxeram novas expectativas na concepcao de implantes
ortopédicos e dispositivos para aplicacdes cardiovasculares sdo uma classe de
materiais constituidos por uma fase continua (matriz) e uma fase dispersa
(componente de reforco ou modificador) separadas por interfaces, cujas
caracteristicas podem incorporar propriedades combinadas dos constituintes
individuais. O material de reforco ou modificador pode ser utilizado na forma de
fibras ou particulas e é adicionado com diversos objetivos, como, por exemplo,
melhorar propriedades mecéanicas, aumentar a taxa de degradagéo, melhorar a
biocompatibilidade e bioatividade ou até mesmo, controlar o perfil de liberacao

de farmacos ou fatores de crescimento incorporados aos dispositivos.

Com melhor desempenho e maior funcionalidade, devido a suas
propriedades extraordinarias, como efeito de memoéria de forma Udnica,
melhoramento na fixagdo e na remodelacdo entre o implante e o tecido désseo
humano e desempenho mecanico ajustavel (reducdo do esforco blindagem)
(ZHANG, et al.,2017). Os principais fatores que afetam as propriedades dos
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compositos sdo as caracteristicas dos materiais constituintes, o percentual,
distribuicdo e orientacdo das fibras ou particulas na matriz e as interacdes
interfaciais. A formacao dos biomateriais compadsitos pode se dar de diversas
formas, sendo que as principais associa¢cfes sao do tipo polimero-ceramica e
metal-cerdmica (PIRES, BIERHALZ, MORAES, 2015).

2.2.3 Metais e ligas

E uma das formas mais antigas encontradas de biomateriais, porém, é
necesséario levar em consideracdo que todo biomaterial metalico implantado
possui alguma interacdo com os tecidos em contato, havendo liberacao de ions
por dissolucdo, desgaste ou corrosdo. Uma classe de biomateriais que vem
sendo desenvolvida é a juncdo de materiais metalicos com outros biomateriais,
como a HA. Por isso nao € raro encontrar recobrimento destas superficies com
a bioceramica hidroxiapatita, afim de minimizar essa reatividade pertinente aos
metais e ligas metéalicas (MORAIS, GUIMARAES, ELIAS, 2007).

2.2.4 Ceramicas e vidros

O primeiro material classificado como bioceramico foi o gesso (CaS04.1/2
H20). Seu uso e estudo foram realizados por Dressman em 1894, como possivel
substituto para 0 osso. Contudo possui a desvantagem de ser solivel em fluidos
corporais. Posteriormente, outras ceramicas foram desenvolvidas na area dos
biomateriais que satisfazem necessidades tdo diversas quanto: a ser
praticamente insolGveis, os baixos coeficientes de atrito para superficies
lubrificantes em proteses articulares, superficies em valvulas cardiacas que
evitem a coagulacdo sanguinea, materiais que estimulem o crescimento 6sseo

e aqueles que utilizam espécies radioativas para tratamentos terapéuticos.

As bioceramicas podem ser classificadas de acordo com a utilidade no
corpo humano podendo ser divididas em trés classificagfes principais: inerte,
biodegradavel e bioativo. Estas definicbes estédo diretamente relacionadas com
o tipo de resposta produzida pelo tecido que estara em contato com o biomaterial
(KAWASHI, et al, 2000).
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Desta forma podemos inferir que os materiais inertes (mais estritamente
guase inertes) causam resposta de tecidos minima ou nula. Materiais ativos
estimulam a ligacdo de tecido vizinho com, por exemplo, estimulo de novo
crescimento 6sseo. Materiais degradaveis, ou reabsorviveis, sdo incorporados
no tecido vizinho, ou podem até mesmo ser completamente dissolvidos apos
certo periodo de tempo. Estes materiais normalmente sdo encontrados na forma
de microesferas, camadas ou coberturas finas em implantes metalicos, redes
porosas, compostos com componentes poliméricos (compésitos). E séo
exemplos: alumina, zirconia, fosfato tricalcio (TCP), vidros bioativos e a
hidroxiapatita (GROSS, 2002).

2.3 FOSFATO DE CALCIO

O principal componente dos o0ssos e dos dentes dos vertebrados € o
fosfato de calcio (CaP). Na Tabela 2 sao citados alguns exemplos de compostos
de fosfato de célcio e sua ocorréncia no corpo humano. Os fosfatos de calcio
tém sido amplamente estudados e empregados em aplicagbes abrangendo todo
0 sistema esquelético, como reconstru¢des cranio-maxilo-facial e tratamento de
defeitos 6sseos. As ceramicas porosas de fosfatos de calcio podem, inclusive,
atuar como suportes Uuteis na liberacdo de diferentes compostos nelas
incorporados, como hormonios, vacinas, antibioticos e agentes com atividade
anticancer, incluindo compostos radioativos e cisplatina (THAMARAISELVI,
RAJESWARI, 2004).

As principais limitacdes do uso dos fosfatos de calcio advém do fato dos
mesmos serem muito quebradicos e apresentarem baixa resisténcia a fadiga.
Com isto, recobrimentos densos ou porosos destas ceramicas sao
frequentemente aplicados em implantes metalicos de sustentacao para permitir
a fixacao bioldgica ou osseointegracdo (THAMARAISELVI, RAJESWARI, 2004).

Além dos fosfatos de calcio serem considerados como materiais Uteis em
calcificacbes biolégicas, eles também apresentam grande importancia na

qguimica, agricultura, bioquimica e bioengenharia (LEE, MURPHY, 2013).
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Tabela 2 - Compostos a base de fosfato de calcio e suas ocorréncias em sistemas

biolégicos.
Fosfato de Férmula Quimica Razao Ca/P Ocorréncias
Célcio
Apatita (Ca,2)10(P0O4,Y)sOH,X)2 | Variacom Ze Y | Esmalte, dentina,
(Z =Mg?*, Sr2*, Ba?*; Y = 0SS0, calculo
HPO4%, COs?; X =CI, F) dentario, pedras,
célculo  urinario,
calcificacéo do
tecido mole
Fosfato CagH2(PO4)s.5H20 1,33 Célculos dentéario
octacalcico (OCP) e urinario
Monohidrogeno CaHPO4.2H20 1,0 Célculo dentario,
fosfato de caélcio 0SS0S
dihidratado decompostos.
(DCPD)
Fosfato Caz(POa): 1,5 Célculo dentério e
tricélcico (TCP) urinéario, pedras
salivares, caries
dentarias,
calcificacéo do
tecido mole
Pirofosfato de CazP207.2H20 1,0 Depositos de

calcio dihidratado
(CPPD)

pseudo-gotas em

fluidos

Fonte: KAWASHI, et al, (2000).
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2.4 HIDROXIAPATITA (HA)
2.4.1 Definicdo e caracteristicas

A HA pertence ao grupo das apatitas, sendo um dos trés componentes
bésicos do osso humano. De maneira geral podemos dizer que o corpo humano

€ constituido por trés componentes basicos: agua, colageno e hidroxiapatita.

A HA esta presente na composicdo de 55% dos o0ssos, 96% nha
composicdo do esmalte dentario e 70% da dentina. A maioria dos fosfatos de
calcio apresentam a caracteristica de serem reabsorviveis e dissolverem-se
quando expostos a ambientes fisiolégicos. Porém, ao contrario dos outros
fosfatos de célcio, a hidroxiapatita possui uma estabilidade diferenciada sob

condicdes fisioldgicas (LOO, et al, 2010).

De fato, é termodinamicamente estavel em pH fisiol6gico e participa
ativamente na ligacdo 0ssea, formando ligagdes quimicas fortes com 0s 0SsS0s
ao redor. Esta propriedade tem sido explorada para recuperacao 0ssea rapida
apos traumas mais complexos ou cirurgia. As propriedades mecanicas da
hidroxiapatita ndo a torna apropriada para aplicacdes de resisténcia a carga,
como em ortopedia. Por este motivo, pesquisas sdo desenvolvidas na area de
sintese de hidroxiapatita, para que possua diferenciadas morfologias e
estruturas, e consequentemente caracteristicas diferenciadas paratal uso. A HA
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade, é
amplamente explorada no campo interdisciplinar das ciéncias: quimica, biologia,
medicina e odontologia (LOO, et al, 2010).

7

A férmula estrutural da hidroxiapatita € Cas(POas)3(OH), mas,
normalmente representada por Caio(OH)2(POa4)s, maneira que se encontra sua
célula unitaria onde tem-se juncdo de duas moléculas. Ela apresenta célula
unitaria hexagonal, conforme observada na Figura 2, com grupo espacial P63/m
sendo P um sistema hexagonal primitivo com coordenadas a=b = 9,43 A, ¢ =
6,88 A e angulos a = B = 90° e y = 60° (SUPOVA, 2015).
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Figura 2 - Célula unitaria da rede cristalina da hidroxiapatita.

Fonte: KAY; YOUNG; POSNER (1964).

Desta forma na célula unitaria hexagonal da hidroxiapatita contendo dez
ions calcio localizados em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio I, tetraédricos

(Call) e seis no sitio Il, octaédricos (Ca II).

A organizacdo no espacgo dos ions calcio no sitio | estdo alinhados em
colunas, enquanto os ions célcio do sitio Il estdo em tridngulos equilateros
perpendiculares a dire¢cdo ¢ da estrutura conforme € possivel observar mais
claramente na Figura 3. Os cations do sitio | estdo coordenados a 6 atomos de
oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros de PO42 e também a 3 outros
atomos de oxigénio relativamente distantes (GUASTALDI, APARECIDA, 2010)
(COSTA, et al, 2009).

A existéncia de dois sitios de ions calcio traz consequéncias importantes

para a hidroxiapatita. A HA devido a suas propriedades estruturais pode conter
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impurezas cationicas. Os atomos de calcio e fosforo formam um arranjo
hexagonal no plano perpendicular ao eixo cristalino de mais alta simetria (eixo
c). Colunas constituidas pelo empilhamento de triAngulos equilateros de ions
6xidos (O?) e de ions célcio (Ca?*) estdo ligados entre si por ions fosfato. Os
atomos de oxigénio dos ions hidroxila est&o situados a 0,9 A abaixo do plano
formado pelos triangulos de calcio e a ligacdo O-H forma um angulo de
aproximadamente 30° com a dire¢céo ¢, como pode ser observado na Figura 3.
(SUPOVA, 2015).

Figura 3 - Estrutura da Hidroxipatita ao longo do eixo c.

Fonte: ELLIOT (1994).
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Dos quatro atomos de oxigénio que constituem os grupos fosfatos, dois
estdo situados em planos perpendiculares a direcdo ¢ e 0s outros dois séo
paralelos a esta direcdo (GUASTALDI, APARECIDA, 2010).

A estrutura da hidroxiapatita permite substituicbes catidnicas e anionicas
isomorfas com grande facilidade. O Ca?* pode ser substituido por metais tais
como o Pb?* Cd?* Cu?" Zn?" Sr?* Co?" Fe?" etc., 0os grupos fosfatos por

carbonatos e as hidroxilas por carbonatos, fltor e cloro.

Essas substituicdes podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede,
as dimensodes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a solubilidade
da estrutura da hidroxiapatita (GUASTALDI, APARECIDA, 2010) (COSTA, et al,
2009).

2.4.2 Tecido 6sseo

O papel fundamental do tecido 6sseo € a locomocao e a garantia de um
suporte adequado aos 6rgaos internos do corpo ele é organizado atraves de
estruturas dinamicas e altamente vascularizadas que com o envelhecimento
crescem, sofrem remodelacdo e, embora possa sofrer danos ou
comprometimentos, persistem durante toda a vida. Mesmo sendo
aparentemente simples, o0 0sso € um tecido vivo, complexo e dinamico. A seguir
encontramos os valores na Tabela 3 da porcentagem em massa dos
constituintes do tecido 6sseo (MURUNGAN, RAMAKRISHNA, 2005).

O tecido 6sseo participa de um continuo processo de remodelamento —
produzindo 0sso novo e degradando osso velho. O osso é formado por varios
tecidos diferentes que trabalham juntos: tecido Osseo, cartilagem, tecidos
conjuntivos densos, epitélio, varias células formadoras de sangue, tecido
adiposo e tecido nervoso (BASHA, KUMAR, DOBLE,2015). O tecido 6sseo é
composto de cristais de hidroxiapatita (HA) que possui alta resisténcia a
compresséao e fibra de colageno que fornece forca durante a tensao e resisténcia
a flexdo. A Figura 4 mostra como se da essa estruturagdo no 0sso humano
(BASHA, KUMAR, DOBLE, 2015).



Tabela 3 - Composicéo quimica do osso.
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Composicéo % em massa Composicéo % em massa
Hidroxiapatita 60 Colageno 20
Carbonato 4 Agua 9
Citrato 0,9 Proteinas ndo colagenas 3
Sadio 0,7
Magnésio 0,5

Outros tragos: CI, F,
K+, Sr2+, Pb2+, Zn2+,

Cu?t, Fe?t

Outros tragos:
polissacaridios, lipidios;
Osso primério-células:
osteoblastos, osteoclastos,

ostedécitos

Fonte (MURUNGAN, RAMAKRISHNA, 2005).
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Figura 4 - Organizacao hierarquica do 0sso. O 0sso tem uma camada exterior compacta

(a). Vasos sanguineos (b). Fibras de colageno(c). Cristais de hidroxiapatita. (d).

(a)
Osteocitos
/\
(b)
Vasos
sanguineos 100-500 pm

(d)

Fonte: Adaptado BASHA, KUMAR, DOBLE,2015.

A substituicdo ou regeneracéo por meio de enxerto de um 0sso danificado
€ um grande desafio na cirurgia ortopédica. O enxerto 6sseo € o segundo
procedimento mais realizado perdendo apenas para transfusdo sanguinea

(BASHA, KUMAR, DOBLE, 2015).

Os enxertos Gsseos sado realizados para defeitos que surgem devido a
traumas graves e deformidades do desenvolvimento, substituicdo e cirurgias
para aliviar dor devido ao enfraquecimento e desgaste causados
recorrentemente pelo proprio envelhecimento natural. Uma das alternativas &

recorrer ao auto enxerto (tecido do préprio paciente), que constitui 58% dos
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enxertos 0sseos realizados. Porém possui muitas desvantagens, incluindo oferta
limitada, necessidade de cirurgia adicional para extracdo Ossea. Outra
alternativa aos auto enxertos é o uso de aloenxertos (tecido de outro paciente),
que contabiliza 34% dos enxertos 6sseos atuais. Isso também tem limitacdes,
incluindo disponibilidade, transmissdo de doencas e riscos de infeccdo. As
limitacbes destas duas abordagens podem ser superadas com o uso de
substitutos 6sseos sintéticos ( BASHA,KUMAR,DOBLE,2015).

A evolucdo dos biomateriais pode ser categorizada em quatro
diferentes geracoes. Os enxertos 0sseos de primeira geracao sdo metais e ligas
que possuem excelentes propriedades mecanicas, mas nhdo sao
biorreabsorviveis nem bioativos. Sua vida é limitada e, portanto, precisa ser
removido e substituido cirurgicamente( BASHA,KUMAR,DOBLE,2015).

Os enxertos 6sseos de segunda geracao incluem ceramicas bioativas e
polimeros biorreabsorviveis. Porém, sua bioatividade e propriedades mecanicas
séo insuficientes devido serem muito quebradi¢cos para aplicagbes de carga
(BASHA ,KUMAR,DOBLE,2015).

Os enxertos 6sseos de terceira geracdo sdo compostos que combinam
a forca, rigidez e osteocondutividade da ceramica com a flexibilidade, tenacidade
e reabsorvacéo dos polimeros quarta geracao de enxertos 6sseos sédo conjuntos
compasitos de ceramica polimérica com a incorporacao de células osteogénicas,
fatores de crescimento ou morfogenética Ossea, usadas sozinhas ou em
combinacao (BASHA, KUMAR, DOBLE, 2015).

2.4.3 Enxerto 6sseo

O tecido 6sseo possui uma grande capacidade de regeneracdo, no
entanto, existe uma condic¢ao limitrofe. A completa reparacéo 6ssea € improvavel
se o defeito atinge um tamanho critico, desta forma, a regeneracdo nem sempre
pode ocorrer naturalmente de uma forma satisfatoria sendo necessario a
intervencao atraves do enxerto 6sseo (LI, KAPLANB, ZREIQAT, 2014).
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A necessidade de utilizacdo de hidroxiapatita na correcdo de defeitos
0sseos para colocacado de implantes e posterior reabilitacdo tornou-se rotineira
na préatica da implantodontia e ortopedia. (OKUHARA, et al, 2014). A area de
maior perda de densidade Ossea é a area maxilar e da mandibula. Existe ainda
um grande campo para investimento e estudo devido a questdes controversas
com respeito a utilizacdo de materiais para enxerto e reconstrucdo 0ssea,
podendo ser usados tanto materiais autégenos quanto aloplasticos (OKUHARA,
et al, 2014). Enxertos autégenos possuem limitacdes como o sacrificio de
cartilagem ndo danificada para extracdo do material, bem como possiveis
alteracdes celulares associadas e mudancas degenerativas (SHIMOMURA, et
al, 2018). Por esse motivo para enxertos e substituicdo éssea tem sido usado
materiais sintéticos como a hidroxiapatita os quais desempenham um papel

importante na remodelacdo 6ssea (AZZAOUI, et al., 2017).

A primeira aplicacao clinica bem sucedida tratava-se de polimeros como
biomateriais, ha 50 anos atrds, quando Sir John Charnley aplicou
polimetilmetacrilato (PMMA) um cimento acrilico, para sustentar uma prétese da
cabeca do fémur (RAMESH, MORATTI, DIAS, 2017). Com a evolu¢do nessa
area da pesquisa com o passar dos anos a combinacéo de hidroxiapatita com
diversos polimeros formando compdésitos e utilizados como enxerto ja séo

reportados na literatura como procedimentos com boa performance.

Ignjatovic Uskokovic em 2004, ja discutiram o uso bem-sucedido de
biocompdsitos uma mistura de hidroxiapatita e acido poli latico (PLLA) obtidos
primeiramente em forma de p6 e depois compactados por prensagem formando
pequenos blocos para utilizacdo como reconstrutor de tecido ésseo. De acordo
com os autores a investigacéo da pesquisa in vivo confirmou que o os implantes
de HA/PLLA obtiveram uma boa aderéncia do tecido circundante apds a
implantacéo, bem como sua integracdo ao tecido 6sseo, indicando alto grau de
biocompatibilidade.

2.5 CONSTITUICAO DO ESMALTE DO DENTE

A matriz mineral do esmalte, assim como da dentina e do 0sso, possui

uma estrutura cristalografica comum aos trés tecidos. Essa matriz € composta
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por hidroxiapatita, Caio(OH)2(POa4)s, e sdo observados diferentes ions (Na*, K*,
Mg °*) que podem substituir o calcio e outros radicais, ions ou moléculas
(COs2, F, HPO42,Cl, H20) que substituem o fosfato e a hidroxila (BACHMANN,
ZEZELL, 2003).

O dente € um fosfato de célcio graduado funcionalmente do ponto de vista
microscopico. Baseado em material que é classificado como biocompdsito
natural. Além disso, possui uma arquitetura hierarquica, por exemplo, desde a
macroestrutura a microestrutura até a nanoestrutura como observa-se na figura
a seguir. O dente é composto principalmente de esmalte regido dura, dentina
ductil e a polpa que é um tecido conjuntivo macio. Esmalte é a estrutura mais

rigida no corpo humano com cerca de 95% em massa de hidroxiapatita (HA)

(BISWAS, et al., 2013).

Figura 5 - Diagrama esquematico da micro e nanoestrutura de um esmalte dentério e
dentina.
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Fonte: (adaptado BISWAS, et al.,2013).

Mesmo se tratanto do constituinte mais rigido do corpo humano, a dentina
possui uma estrutura porosa de aproximadamente 70% de material inorganico
(HA), e 20% de material orgéanico ( fibra de colageno) e em torno de 10% em
massa de agua. A microestrutura do esmalte mostra diferentes orientacdes de
bastdo ou prismas. Estas hastes sdo encapsuladas por uma proteina organica
chamada bainha de esmalte. Além disso, os prismas ou bastdes consistem em
cristais de hidroxiapatita de tamanho nanométrico com diferentes orientacdes
internas. Por outro lado, a dentina tem uma matriz de coldgeno reforcada com

nanocristal de HA retidos na forma de camadas ( BISWAS, et al.,2013).
2.5.1 A hidroxiapatita e seu comportamento no esmalte dentario

A HA do esmalte dentério é insolivel em agua e parcialmente solivel em
solucdes acidas. O esmalte dentario com o longo do tempo e de acordo com a
alimentacéo sofre de um processo conhecido como desmineralizacdo. O inicio
do processo de desmineralizacdo esta diretamente relacionado com o inicio da
lesdo cariosa, pois, neste momento comeca a ocorrer um desequilibrio do
desafio cariogénico, ocorrendo maior perda mineral na camada externa de
esmalte, que é birrefringente devido a organizacéo dos cristais de hidroxiapatita.
Quando refrigerantes, outras bebidas e alimentos &cidos sdo consumidos, a
deterioracdo do dente é favorecida, pois, se aumenta a concentracdo de ions
hidrogénio (H*). O acucar, por exemplo, produz estes ions por meio de um
processo acido, deslocando o equilibrio da reagéo no sentido direto, consumindo
mais ainda a hidroxiapatita. Areacdo que descreve esta transformacdo €

apresentada na equacao 1.

Ca10(PO4)s(OH)2(s) + 14H*(aq) & 10Ca?*(ag) + 6H2PO4~(aq) + 2H20¢) (1)

7

Entretanto o processo carioso é classificado de acordo com alguns
aspectos segundo o sistema da Organizacdo Mundial da Saude, a forma e

profundidade da lesé@o de carie pode ser classificada como:

* D 1: les@es de carie em esmalte, clinicamente detectaveis, mas ndo-cavitadas:
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 D2: lesbes de carie clinicamente detectaveis e "cavitadas", limitadas ao

esmalte;
* D3: lesbes clinicamente detectaveis em dentina, com ou sem cavitagao;
* D4: lesao atingindo a polpa.

A integridade do esmalte dentario e suas propriedades fisico-quimicas no
meio ambiente bucal é inteiramente dependente da composicdo e
comportamento quimico dos fluidos circundantes, ou seja, a saliva e os fluidos
da placa. Por este motivo alguns fatores como pH, concentracdo de ions calcio,
fosfato e fluoreto definem a estabilidade do esmalte dentario. Quando ocorre
uma lesdo cariosa tipica ela é caracterizada pela presenca de uma leséo
subsuperficial desmineralizada, coberta por uma camada superficial
particularmente bem mineralizada. Difere, portanto, de uma les&o de eroséo,
onde a superficie foi atacada e desmineralizada camada por camada, ndo

havendo desmineralizacdo subsuperficial (BISWAS, et al.,2013).

Lesdes incipientes ndo-cavitadas em esmalte consistem numa camada
superficial de cerca de 20 a 40um de espessura, que atua como um filtro de
micro poros, e no chamado corpo da lesdo, onde ha uma perda de mineral mais
pronunciada nos prismas de esmalte, embora em numero ndo tenham se
alterado. Pesquisas indicam que é de fundamental importancia o planejamento
de tratamento, pois todas as lesdes nao cavitadas podem e devem ser detidas,
ao invés de tratadas de modo invasivo (AXELSSON,2000).

Normalmente, essas lesfes estao situadas no terco gengival ou nas areas
proximais, também devido a serem regides em que ha um maior acimulo de
placa bacteriana, e fatores como a desmineralizacdo é favorecida pois esta
suscetivel ao ataque de acidos que sdo produtos do metabolismo bacteriano.
Desse modo, os dentes sdo desmineralizados, perdendo gradativamente suas
estruturas de esmalte. Este processo pode ser identificado macroscopicamente
nas superficies lisas do esmalte devido as alteragdes iniciais visiveis de manchas
brancas que usualmente se manifestam como uma perda da transparéncia,

resultando numa area opaca gredosa, tais alteragdes nas caracteristicas Opticas
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do esmalte também conhecidas por “aspecto de giz’, sao decorrentes do
aumento da porosidade em consequéncia da remocdo de sais minerais mais
sollveis do esmalte do dente. (TOMITA, CASEMIRO, SOILA,1993; CARVALHO,
GODOQY, BASTO0S,2002). A aparéncia branca é causada pela combinacéo de
dissolucéo superficial, resultando numa difusédo posterior da luz, relacionada a
translucidez do esmalte devido a porosidade subsuperficial do esmalte,
fenébmeno éptico, que depende do tamanho dos espacos intercristalinos, ou seja,
0 contetdo de preenchimento desses microporos do esmalte desempenha
fundamental participacdo no grau de translucidez observado (THYLSTRUP,
1998).

2.5.2 Remineralizacao

A remineralizardo pode ser definida como qualquer ganho pela superficie
dental que ocorra através da deposicdo de minerais na por¢ao desmineralizada
dos tecidos duros. Ela ndo somente interrompe o processo de desmineralizacao,
como também repara as lesdes cariosas incipientes. Nas areas remineralizadas
do esmalte, observa-se uma maior resisténcia a subsequente desmineralizacéo
do que no tecido original. Varias experiéncias clinicas apoiam as evidéncias de
qgue as lesdes iniciais de carie podem ser revertidas através da remineralizaréo
(BALDISSERA et al., 1987) (MANNING,1998) (CARVALHO, GODOY, BASTOS,
2002).

2.6 METODOS DE SINTESE DE HIDROXIAPATITA

Muitos métodos diferentes de sintese sdo relatados na literatura para a
obtencdo da hidroxiapatita sintética, como precipitacdo, sol-gel, multipla
emulsao, deposigcao por mimetizacao, eletrodeposicéo, solvotermal, hidrotermal,
hidrotermal assistido por micro-ondas, entre outras. (DOROZHKIN, 2010; HAO
et al., 2014; SUPOVA, 2015). Sendo possivel sintetizar fosfatos de célcio com
diferentes razdes por mol de calcio e fosforo dependendo da finalidade. Assim
uma maneira conveniente de classificar os fosfatos de célcio é através da razéo
por mol entre os atomos de calcio e fésforo (razdo Ca/P), a qual varia de 0,5 a

2,0. Para fins de utilizacdo como biomaterial a sintese normalmente busca uma
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razado estequiométrica Ca/P de 1,67 que se assemelha com a hidroxiapatita
natural (ZHU, et al., 2011).

Reacdes em fase sélida podem ser identificados em contraste a métodos
Uumidos onde um solvente € sempre usado, pode ser realizada de duas formas
principais: sintese em estado solido e processamento mecanico-quimico. Esses
métodos tém a conveniéncia de produzir HA cristalina de matéria prima
normalmente barata. A principal desvantagem € o grande tamanho das
particulas e as altas temperaturas utilizadas por longos periodos. No caso de
sintese em estado solido também se encontra HA com grande tamanho de
particula e baixa pureza, portanto sem reprodutibilidade (SADAT-SHOJAI et al.,
2013).

As reacbBes por métodos aquosos podem envolver reacbes de
neutralizacdo ou reacgdes entre sais de fosfato e de calcio. Dentre os métodos
mais utilizados estéo: reacdes de precipitacdo, método por hidrélise, método sol
gel e método hidrotermal (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

O método mais simples para sintese de fosfatos de célcio é por
precipitacdo a partir de solucdes contendo ions Ca?* e POs -3, como descrita

pela equacao 2.

10 Ca(OH), + 6 HiPO, ——— Cayo(PO,)s(OH); +18 H.0 )

A maior desvantagem do método de precipitacdo é o controle das
variaveis que influenciam as reacdes como pH, razdo Ca/P, temperatura. O pH
€ um dos fatores principais que influenciam na sintese os compostos que
apresentam o grupo H2PO4 -, somente sao obtidos em meio acido, enquanto que
0s que apresentam os grupos HPO4? e PO4* podem ser obtidos sob condicdes
acidas ou alcalinas (GUASTALDI, APARECIDA, 2010). A precipitacdo nao deve
ocorrer de forma rapida pois durante a titulacado da solugéo de fosfato em solucéo
de calcio pode levar a falta de homogeneidade quimica no produto final, que é
umas das desvantagens do método de obtencdo de hidroxiapatita por

precipitacdo. A titulacéo lenta e as solu¢des diluidas devem ser utilizadas para
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melhorar a homogeneidade quimica e a estequiométrica da HA resultante
(GUASTALDI, APARECIDA, 2010).

As reac6es utilizando o método hidrotérmico dispde de solu¢des aquosas
gue serao colocadas em temperaturas mais elevadas para facilitar a precipitacéo
dos cristais de dimensGes maiores do que aquelas obtidas pelo método de
precipitacdo. (SANTOS, et al., 2005).

A sintese hidrotérmica tem sido usada para transformar suspensdes,
solugdes, ou géis para a fase cristalina desejada em condi¢fes reacionais leves,
tipicamente inferiores a 350°C. Essa vantagem favorece a geracdo de HA com
alto grau de cristalinidade e razdo Ca/P =1,67 estequiométrica. Produtos
tipicamente sintetizados por este método, geralmente, apresentam formato de
agulha com particulas entre 20 e 40 nm de didmetro e 100-160 nm de
comprimento, que podem sofrer nucleacdo adquirindo um formato esférico
(WOOD, MILNE, 2006).

Sintese por meio hidrotermal e assistido por micro-ondas também tem
sido objeto de estudo pela viabilidade do controle das particulas e a obtencédo de
hidroxiapatita com caracteristicas mais bem definidas. Este método apresenta
além da eficiéncia, menor custo e proporciona uma otimizacdo do tempo.
Na pratica real, o tratamento por micro-ondas resulta em aquecimento rapido e
uniforme de todo o volume da substancia a temperatura de tratamento sem
qualquer tensao térmica significativa ou gradiente de temperatura (HOS, ORTIZ
E MOREN, 2005). Isso pode aumentar a cinética da reacdo e reduzir
efetivamente duracdo do processo. Como resultado ocorre uma nucleagéo
rapida e homogénea a sintese por micro-ondas de nanoparticulas de HA é
geralmente realizado em menos de 30 min (KASHINATH, NAMRATHA e
BYRAPPA, 2015) (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

Portanto, a técnica de irradiacdo de micro-ondas nédo € apenas uma
economia de energia e custo como também €& uma técnica favoravel ao meio
ambiente. Em estudos recentes, 16 materiais ultrafinos nanoestruturados e bem
cristalinos de pureza relativamente elevada foram obtidos utilizando a técnica

com micro-ondas. No emprego desse método na obtencéo da HA as vantagens
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sdo combinadas, reprodutibilidade e controle preciso de alguns parametros de
sintese, como por exemplo, poténcia e temperatura. O micro-ondas atua na
transferéncia de energia elétrica em energia térmica por meio de ondas
eletromagnéticas. O aquecimento ocorre pelo processo de ressonancia, as
moléculas de &agua vibram, gerando calor. Esse processo possui um
aguecimento homogéneo, reduzindo gradientes de temperatura, por isso as
particulas sdo nucleadas de maneira igualitaria, resultando em particulas
uniformes. Empregando baixas temperaturas no processo e um menor tempo de
sintese, proporciona reducdo nos custos devido a economia energética
proporcionada. O crescimento hidrotermal da particula facilita a orientacdo da
fase, aumentando seu comportamento morfolégico e estruturas finas de uma
particula nanométrica (KASHINATH, NAMRATHA e BYRAPPA, 2015) (SADAT-
SHOJAI et al., 2013).

O tipo de nanoestrutura formada usando qualquer método em particular
depende das condi¢gOes de processamento, bem como a natureza do precursor.
Encontra-se na literatura informacdes que a morfologia das particulas pode
exercer influéncia sobre a compactacao e a sinterizacado dos biomateriais, o0 que
pode conduzir a uma variacao das propriedades mecanicas, da microestrutura e
da microporosidade desses biomateriais. Sabe-se ainda que toda as
caracteristicas morfoldgicas das particulas, como tamanho de grdos e volume
de microporos sdo fatores relevantes em casos de aplicacdes biomédicas,
podendo favorecer ou inibir os processos de molhabilidade, osseoinducao,

osseointegracao e da formacao do tecido ésseo (MISHRA, et.al.,2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos parametros de sintese da HA obtida pelo método
hidrotermal e hidrotermal assistido por micro-ondas nas caracteristicas

estruturais e morfolégicas visando aplicacdo como enxerto 6ésseo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar os parametros de sintese da hidroxiapatita para obtencao de
razdo molar 1,67 Ca/P
Verificar a influéncia das condi¢cdes de sintese na estrutura cristalina e

morfologica da hidroxiapatita
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4 MATERIAL E METODOS

Os reagentes utilizados para a sintese da hidroxiapatita foram: acetato
de célcio mono hidratado, P.A - Ca(CHsCOO): ‘H.0 da marca VETEC.
Dihidrogeno fosfato de amonio, P.A - ACS — (NH4)H2PO4 da marca PANREAC.
Acido citrico mono hidratado, P.A — CeHgO7.H20 da marca VETEC. Ureia P.A —
ACS NH2CONH2 da marca FMAIA.

4.1 SINTESE DE HIDROXIAPATITA PELO METODO HIDROTERMAL
HA-T.

Primeiramente, realizou-se sintese de hidroxiapatita pelo método
hidrotermal descrito por Simonukay (2016). Foram utilizadas solu¢des de 0,0835
mol L acetato de célcio e 0,0501 mol L dihidrogeno fosfato de amonio, como
precursores de calcio e fbsforo, respectivamente, respeitando-se a razao
estequiométrica 1,67 de Ca/P. Ap6s a mistura dos precursores de calcio e fosforo
foi adicionado o agente complexante acido citrico monohidratado até a obtencao
de solucdo com pH =4. Posteriormente, acrescentou-se a ureia na concentracao
de 0,016 mol Lt. A mistura reacional foi colocada em reator e levada em estufa
por 24 horas a temperatura de 180°C. Posteriormente, realizou-se a filtragao,
lavagem em agua destilada seguida de secagem em estufa.

4.2 SINTESE DE HIDROXIAPATITA PELO METODO HIDROTERMAL
ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS HA-5M e HA-10M.

A mistura reacional utilizada foi a mesma descrita no item 4. 1. O reator
com a solugao reacional foi colocado em um forno micro-ondas da marca
Miliestone STAR D . O forno micro-ondas foi programado para um aquecimento
gradativo até 180°C com uma poténcia de 1000 W. O tempo de sintese foi de 5
minutos amostra (HA- 5M) e 10 minutos amostra (HA-10M). Apd4s o término da
sintese, o reator foi resfriado e realizou-se uma filtracdo simples, seguida de

secagem em estufa para posteriores caracterizagcoes.
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4.3 CARACTERIZACAO

As caracterizacdes realizadas foram espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difratometria de
raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura por efeito de campo
(MEV/FEG) acoplado ao acessoério de espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) e potencial Zeta. Os equipamentos utilizados estdo alocados no
Complexo de Laboratérios Multiusuérios (CLABMU) da UEPG.

4.3.1 Espectroscopia vibracional de absorcéao na regiao do Infravermelho

por transformada de Fourier FTIR

A andlise de FTIR tem como objetivo obter as seguintes informacdes:
presenca de grupos funcionais (por exemplo, HPO4? COs%, PO4?%, etc.). Para a
caracterizacdo do produto obtido preparou-se pastilhas de Brometo de Potassio
(KBr) a preparacdo da pastilha ocorreu com p6 de brometo de potassio
incorporadas a 1% em massa das amostras sintetizadas e a mistura comprimida
a alta pressdo. Desta forma obtém-se uma pastilha de KBr que pode ser
colocada no suporte do espectrémetro. Uma desvantagem do método € o fato
do KBr absorver agua facilmente, pode apresentar vibracGes caracteristicas,

portanto é necessario realizar uma secagem prévia do brometo de potassio.

O equipamento utilizado é da marca SHIMADZU IR PRESTIGE 21 no
modo transmitancia com 64 scans em um intervalo de nimero de onda de onda
de 4000 cm* a 400 cm™.

4.4.2 Microscopia eletrdnica de varredura por efeito de campo (MEV/FEG)

acoplado acessorio de espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

As analises por MEV/FEG teve por objetivo verificar a influéncia dos
parametros de sintese na morfologia dos materiais obtidos e a analise por EDS
a determinagdo da razdo molar Ca/P. As micrografias foram obtidas pelo
microscopio eletronico de varredura de efeito de campo da marca TESCAN
MIRA 3 LM nas ampliagdes 5.000, 10.000, 15.000 e 20.000 vezes.
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4.4.3 Difratometria de raios X (DRX)

As anadlises por DRX foram realizadas para identificar as fases
presentes no biomaterial. O equipamento utilizado foi um difratdmetro da marca
SHIMADZU — XRD- 6000, de geometria Bragg- Brentano, utilizando radiacéo de
alvo de cobre cujo comprimento de onda é de 1,54060 A (ka1) com diferenca de
potencial de 40 kV e corrente de 30 mA. Os dados foram coletados em modo de
varredura de tempo fixo com passos de 0,02°, intervalo de passo a 2s de 3° a
100° em 26.

4.4.4 Refinamento da Estrutura Cristalina, obtencdo dos mapas de
densidade eletrdnica ao longo do eixo ¢ e calculo do indice de distorcdo

tetraédrica dos grupos fosfato.

As andlises de Rietveld (RIEVELD, 1969, 1970) foram realizadas utilizando-
se o0 programa Rietan-FP (IZUMI, 2000). O ajuste do perfil de difracdo foi
realizado utilizando-se a funcdo de perfil split pseudo-Voigt para reflexdes
relaxadas. Ndo houve necessidade de correcédo para os efeitos de orientacao
preferencial e de microabsorcéo.

O programa Dysnomia (MOMA 2013) foi utilizado para a obtencdo dos
mapas de densidade eletrbnica de alta resolucdo pelo Método da Méaxima
Entropia. Os mapas obtidos foram visualizados utilizando recursos do programa
VESTA (MOMA, 2011). A comparagdo entre as curvas das densidades
eletrbnicas ao longo da metade do eixo ¢ da estrutura da hidroxiapatita foi obtida
por meio do programa Gnuplot (WILLIAMS, 2018).

As possiveis substituicdbes de carbonato nos sitios de fosfato foram
analisadas por meio do célculo do indice de distorcédo tetraédrica (IDT) (ARCOS,
2005), algoritmo implementado em uma planilha Excel® desenvolvida pelos

autores desse trabalho.
4.4.5 Potencial Zeta

A medida do potencial Zeta das suspensdes foram realizadas utilizando-
se 0 equipamento Malvern Instruments — Zetasizer Nano ZS90, também foram

realizadas leituras no aparelho referentes a distribuicdo de tamanho de particula.
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A amostra foi preparada para a leitura a partir de 0,005g de p6é de HA que foram
dispersos em 25 mL de agua destilada e deixada em um ultrassom de ponteira
da marca Sonics & Material, Inc. Modelo VC 505, por um minuto com 30% de
amplitude e poténcia de 20 WATTS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO
DO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR).

A analise por Espectroscopia no Infravermelho da HA sintetizada fornece
as seguintes informacdes: identidade, pureza, presenca de grupos funcionais
(por exemplo, HPO4 2, COs?, PO4 2, etc.). Assim tal caracterizacdo é valida tanto
para a observacdo das bandas de hidroxila, fosfatos, mas principalmente para
verificar a presenca ou ndo de ions carbonatos na estrutura da HA. Os espectros
podem ser visualizados nas Figuras 6, 7 e 8.

Figura 6 - Espectro de FTIR da amostra de HA-T.
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Fonte: O Autor

Nas figuras 7 e 8 podemos observar o espectro obtido das amostras obtidas pelo
método hidrotermal assistido por micro-ondas.
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Figura 7 - Espectro de FTIR das amostras de HA-5M.

125 e
100 =
1 873
s 3.558 V|
£ T4 ' 1454
i 3.425 1414 639
&
=
B 504
=
&#
554
25 o
1.101
1.026
0 x T ¥ T i T ¥ T x T x T L T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
n* de onda (cm')
Fonte: O Autor
Figura 8 - Espectro de FTIR das amostras de HA-10M.
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Na tabela 4 sdo mostradas as atribuicbes das bandas identificadas nos

espectros das amostras.
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Tabela 4 - Valores encontrados na literatura e valores observados para vibracdes dos

grupamentos obtidos no FTIR.

Valor Valor
Banda Tipo de Valor encontrado Valor observado observado
- . ~ . 4 na na amostra
atribuida vibracao na literatura.(cm-1) observado amostra HA-10M.
na amostra HA-5M (cm)
-1
Fonte(FLEET,LIULIU \ (cm ) (cm)
OH- Estiramento 3572 3570 3558 3570
estrutural
OH-Agua Estiramento 3600-3100 3406 3425 3412
adsorvida
1454 1454 1453
CO3z* Estiramento 1600- 1400 1408 1414 1419
COs?* Deformacéo 873-880 870 873 875
PO4* Estiramento 1180-1000 1113 1101 1096
1016 1026 1033
OH- Deformacéo 630 627 639 628
PO4* Deformacéo 580-540 566 554 566

Fonte: O Autor.

Pela andlise do espectro vibracional na regido do infravermelho FTIR

(Figura 6) observa-se bandas estiramento de O-H em aproximadamente 3570
cm?® do grupo hidroxila da (HA-T) e de P-O (de grupos PO4*) a 1113 e 1016

cm?, bem como O-H de Aagua absorvida nas regibes de 3406 cm™ sdo

observadas. A presenca de banda de deformacgdo P-O (de grupo PO4%) a 566

cm? e de O-H (do grupo OH-, da hidroxiapatita) a 627 cm™ também estdo

presentes neste espectro. Na regido de 1600 a 1400 observa-se o dupleto tipico
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do grupo CO3* em 1454 e 1408 e também se observa banda caracteristica de

adsorcdo de agua presente na amostra.

Pela analise do espectro vibracional na regido do infravermelho FTIR
(Figura 7) observou-se bandas estiramento de O-H em aproximadamente 3558
cm?® do grupo hidroxila da (HA-5M) , porém pode-se facilmente perceber uma
diminuicdo acentuada da intensidade relativa ao OH-banda em 3558 cm™! , este
efeito é provocado pela desidroxilacdo do material, ou seja, perda de hidroxilas
na estrutura devido a assimilagdo de carbonatos para o controle de cargas no
material , sugerindo assim , a introducdo de atomos de maior valéncia que o
calcio na rede da HA( BRITO, et al, 2011). Também observa-se a vibracéo
referente  P-O (de grupos PO4%) a 1101 e 1024 cm1, bem como O-H de agua
absorvida nas regides de 3425 cm™. A presenca de banda de deformacédo P-O
(de grupo PO4*) a 554 cm e de O-H (do grupo OH-, da hidroxiapatita) a 639
cm® também estdo presentes neste espectro. Na regido de 1600 a 1400 notou-

se a presenca de dupleto tipico do grupo COs% em 1454 e 1414.

Analisando o espectro vibracional na regiao do infravermelho FTIR
(Figuras 8) observou-se bandas estiramento de O-H em aproximadamente 3570
cm® do grupo hidroxila da (HA-10M) e de P-O (de grupos PO4%*) 1101 e 1026
cm?, bem como O-H de &gua absorvida nas regides de 3412 cm™ foram
observadas. A presenca de banda de deformacdo P-O (de grupo PO4%) a 566
cm? e de O-H (do grupo OH-, da hidroxiapatita) a 628 cm™ também estdo
presentes neste espectro. Na regido de 1600 a 1400 observou-se o dupleto
tipico do grupo CO3* em 1453 e 1419.

Portanto, nos trés espectros vibracionais na regido do infravermelho
FTIR das amostras de HA sintetizadas, além das principais bandas referentes
aos compostos hidroxila e fosfato do composto em questéo, apresentam bandas
tipicas de carbonato em maior ou menor intensidade. A HA pode ser classificada
guando ao tipo de carbonato substituido (A, B ou AB). Na literatura encontra-se
que HA do tipo A apresenta bandas duplas em torno de 1545 e 1450 cm™ e 880
cml, enquanto que as do tipo B apresentam bandas em 1455, 1410 e 875 cm™.

Esses resultados indicam que todas as amostras obtidas s&o do tipo AB.
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Entretanto, Fleet, Liu, Liu (2011) sugerem que devido a valores tdo préximos de
comprimentos de onda caracteristicos de carbonato, torna-se necessario realizar
caracterizagdo por outras técnicas que avaliem melhor a posicao deste ion no

sitio de ligacdo da estrutura das amostras.

A presenca de ions carbonatos pode estar associada ao processo
de hidrdlise e dissociacao da uréia representada na equacao (3) que proporciona
0 aumento gradativo do pH. Esse aumento gradual do pH, provavelmente,

permite que ocorra uma baixa nucleacéo inicial.
Dissociacdo da Uréia:
(NH2)2COs) + H20q) =  2NHsz(g) + CO2(g) (3)

Como é possivel observar na dissociacao da uréia um dos seus produtos
é CO2)—que em presenca de dgua podem vir a formar HCO3~ e CO3s? o qual foi
responsavel por substituicdes de grupamentos e foi identificado no infravermelho
com deformacdes proximas ao numero de onda 1500 cm, vibracédo
caracteristica deste grupamento. J4 a presenca da hidroxila € a responsavel pelo
aumento do pH e precipitagdo da hidroxiapatita conforme observada na equacéo

4 gue representa a reacgao:
NHz+H20<NH4* + OH- (4)

A HA pode ser classificada quando ao tipo de carbonato substituido. Na
estrutura cristalina, o fon carbonato COz?> pode substituir tanto a hidroxila OH-
quanto o grupo fosfato PO43. Se a substituicio de CO3? ocorrer na regido da
OH- leva a formacdo de uma hidroxiapatita carbonatada do tipo A, se a
substituicdo ocorrer no grupo PO43, leva a formacdo de uma hidroxiapatita
carbonatada do tipo B. Além destas duas ocorréncias, o ion CO3? pode substituir
simultaneamente o grupo POs2 e a OH-, formando uma hidroxiapatita
carbonatada do tipo AB (LEVENTOURI, 2006).
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5.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

A identificacdo da fase hidroxiapatita foi feita por comparacdo entre os
padrdes observados e o padrao simulado a partir da ficha 9002213 (Wilson-Elliott
Dowker; COD) disponivel no banco de dados Crystallography Open Database.
A hidroxiapatita (grupo espacial P 63/m) foi a Unica fase cristalina identificada por
comparacao com a simulacao do padrao de difracdo produzido pela ficha COD
9002213, Figura 9..

Figura 9 - Identificacdo da fase cristalina hidroxiapatita por comparac¢éo com o padrédo
de difracdo simulado a partir da ficha COD 9002213.
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Fonte: O Autor
No difratograma mostrado na Figura 9 € possivel perceber que a

hidroxiapatita obtida pelo método hidrotermal HA-T possui picos intensos e bem

definidos nas regides caracteristicas da hidroxiapatita 10,84°, 21,79°, 28,89°,
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31,73°, 32,86° e 39,74°, ou seja, ocorreu formacédo de um material de Unica fase

e bastante cristalino.

Na Figura 9 foi também possivel observar os difratogramas de raios X
(DRX) das amostras sintetizadas assistidas por micro-ondas no tempo de cinco
minutos (HA-5M)e dez minutos (HA-10M). As amostras obtidas pelo método
hidrotermal assistidas por micro-ondas também apresentam os padrdes
caracteristicos da HA estequiométrica. Porém o comportamento observado de
picos alargados associados aos planos (002) e (030). Denotam a formacéo de
HA de baixa cristalinidade. Portanto, pode-se concluir que todas as amostras
apresentaram a formacéao da fase cristalina referente a hidroxiapatita, com picos
caracteristicos em 21, 79°; 28, 89°; 31, 73°; 32, 89° e 39,74° e seus respectivos
planos cristalograficos (010), (020), (120), (121), (030) e (130). Entretanto, uma
caracteristica observada nos padrdoes de difracdo de raio X das amostras
sintetizadas assistidas por micro-ondas foi a exibicdo de picos alargados, o que
pode ser associado ao baixo grau de cristalinidade. Esta caracteristica,
possivelmente, esta associada ao curto tempo de cristalizacdo (STANIC et. al,
2010).

5.2.1 Refinamento da estrutura cristalina e estudo das densidades eletronicas

na estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Com os resultados obtidos pela técnica de difracdo de raios X, realizou-
se a analise pelo método de Rietveld. Este método permite que parametros
fisicos e instrumentais da amostra sejam ajustados até que a diferenca entre o
padrdo de difracdo observado e calculado seja minima. Com o resultado foi
possivel obter informacdes a respeito dos parametros da célula unitéria,

posicdes atdmicas, distancias interplanares, angulos entre as ligacoes.

Portanto um método de refinamento de estruturas cristalinas, utilizando
dados de difracdo de raios X ou néutrons, por po. A estrutura cristalina é refinada,
de forma a fazer com que o difratograma calculado com base na estrutura,

aproxime-se o melhor possivel do difratograma observado.
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A Tabela 5 a seguir mostra os indicadores estatisticos com relagdo ao

refinamento da estrutura cristalina pelo método de Rietveld.

Os indices S, Rwp e Rexp referem-se a qualidade do refinamento com

relacdo ao perfil do difratograma, jA o indice RF? refere-se a qualidade do

refinamento com relacéo a estrutura do cristal. Lembrando que o valor de S deve

estar proximo de 1, indicando a correlacdo dos dados obtidos com os ajustes

matematicos (MCCUSKER, 1999). Os valores indicam a boa concordancia entre

o perfil observado e o perfil calculado (Rwp, Rexp e S) e o bom ajuste da

estrutura cristalina (RF?).

Tabela 5 - Indicadores da qualidade dos refinamentos das estruturas cristalinas das
amostras HA-5M, HA-10M e HA-T.

Amostra Rwp(%) Rexp (%) S RF2(%)
HA-5M 11.99 9,73 1,23 2.33
HA-10M 16.57 14.46 1,14 2,96
HA-T 16,57 14,46 1,14 3,08

Fonte: O Autor

A seqguir a Figura 10 exemplifica a distorcdo na nuvem eletrbnica em

relacdo ao eixo c. Eixo que esta presente a hidroxila na hidroxiapatita.
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Figura 10 - Representacao da regido ao longo do eixo ¢ da estrutura cristalina da

hidroxiapatita utilizada para a obtencéo da Figura 11.

electron density plot region
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Fonte: O Autor

A partir do refinamento de Rietveld foi possivel extrair resultados
importantes a respeito da estrutura cristalina de interesse. Como as analises de
FTIR indicaram a presenca de carbonato na estrutura da hidroxiapatita, duas
informacdes foram obtidas a partir dos resultados dos refinamentos: (a) as
densidades eletrdnicas ao longo do eixo c¢ (regido das hidroxilas, Figuras 10 e
11) calculadas pelo Método da Maxima Entropia; e (b) o indice de Distorgéo
Tetraédrica (IDT, Tabela 6), calculado a partir dos angulos entre os atomos de
oxigénio e o atomo de fosforo dos grupos fosfato. Assim, estes resultados
permitiram que verificAssemos se a hidroxiapatita carbonatada seria do Tipo A,
Tipo B ou Tipo AB (LEVENTOURI, 2006). Na Figura 11, a curva preta foi obtida
a partir da analise de Rietveld-MEM da estrutura cristalina de uma amostra livre
de carbonato, obtida pelo método convencional de precipitacdo quimica. E sera

usada para compragéo da distor¢do na nuvem eletrénica.
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Figura 11 - Curvas das densidades eletronicas na regido do eixo ¢ indicada pela Figura

10. A curva preta indica as densidades eletrénicas das hidroxilas sem a presenca de carbonato.
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Fonte: O Autor

No entanto, observou-se que h& sinais caracteristicos da presenca de
carbonato substituindo a hidroxila (FLEET, 2003), com o atomo de carbono
substituindo o atomo de oxigénio da hidroxila e as ligagbes C-O do grupo
carbonato se projetando perpendicularmente ao eixo c. Observa-se, ainda, que
a sintese hidrotermal (amostra HA-T) promove a formacé&o de uma hidroxiapatita
carbonatada com maior concentracdo de carbonato no sitio da hidroxila. Nas
amostras obtidas por sintese hidrotermal assistida por micro-ondas (HA-5M e
HA-10M) é nitida a reducdo das densidades eletrbnicas da hidroxila
(desidroxilacdo) e do carbonato. Nota-se que a amostra HA-5M é a que
apresenta a menor quantidade de hidroxila, pois os picos dos carbonatos estao

muito melhor resolvidos, confirmando os resultados obtidos por FTIR.

Assim, € de se esperar que alguma alteracdo também possa ocorrer com

grupo fosfato. Consideramos que o indice de distor¢cao tetraédrico IDT pode nos
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dar indicios do que pode estar ocorrendo com este grupo. Desse modo, a Tabela

6 apresenta os resultados encontrados para o IDT.

O valor do IDT 0.04 para a amostra obtida por sintese hidrotermal indica
que provavelmente ndo hé substituicdo do grupo fosfato pelo grupo carbonato,
sugerindo sua estrutura cristalina do tipo A isto €, com o carbonato substituindo
apenas o grupo hidroxila no eixo c. As amostras HA-5M e HA-10M apresentaram

0 mesmo tipo de comportamento.

Tabela 6 - indice de distorgo tetragonal (IDT).

Amostra Angulo (°) IDT (°)
01-P1-02 113.3+£0.6
0O1-P1-03 110.2+04
0O1-P1-03 110.2+04

HA-T 0.04

02-P1-03 107.6 £ 04
02-P1-03 107.6 £ 04
03-P1-03 107.9£ 0.6
01-P1-02 1101
01-P1-03 111.7 £ 0.9
01-P1-03 111.7 £ 0.9

HA-5M 0.05
02-P1-03 108.2 £ 0.8
02-P1-03 108.2 £ 0.8
03-P1-03 1072
01-P1-02 1141
01-P1-03 112.6 £ 0.9
0O1-P1-03 112.6 £ 0.9

HA-10M 0.05
02-P1-03 106.4 £ 0.8
02-P1-03 106.4 £ 0.8
03-P1-03 1041
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Fonte: O Autor

Na Figura 12, ndo sdo observadas alteracdes significativas nas
densidades eletrénicas dos grupos fosfatos devido a baixa cristalinidade da
amostra que limita a quantidade de informacg8es obtidas pela analise de DRX.
Observa-se que as densidades eletrbnicas do grupo fosfato ndo apresentam
qualquer tipo de alteracdo, o que pode ser justificado pelo fato de que amostras
com baixa cristalinidade (elevado alargamento dos picos de difragéo) introduzem
corre¢cBes muito mais complexas para a analise de Rietveld devido a elevada
sobreposicao de picos, impondo limites a informacéo estrutural que pode ser
extraida da analise de XRPD (FLEET, 2014).

Figura 12 - Visualizagdo em 3D das densidades eletrdnicas no interior das celas unitarias
das amostras HA-T, HA-5M e HA-10M.

Fonte : O Autor
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Assim, muito embora a analise de Rietveld-MEM n&o mostre substituicdo
de ions carbonato no grupo fosfato por limitacées da técnica, as andlises de FTIR
comprovam que esta substituicdo de fato ocorre em todas as amostras, com
menor concentragdo de carbonato e hidroxila (desidroxilagdo) ao longo do eixo

c nas amostras sintetizadas assistidas por micro-ondas.

A analise dos resultados em relagcédo a curvas de densidade eletrdnica e
IDT exibem a diferenca que pode ocorrer na célula unitaria do biomaterial, pois,
sem alterar os reagentes precursores de Ca e P e alterando parametros de
sintese é possivel observar algumas diferencas entre as amostras. Os estudos
de difracdo de p6 em apatitas carbonatadas tem como objetivo definir a estrutura

de ambos os tipos de substituicdes A ou B.

O maior interesse tem foco na substituicdo tipo B, pois é considerada a
espécie carbonatada mais encontrada nas apatitas presentes nos 0Ssos e
dentes. Quando a substituicdo ocorre no grupo PO472 leva a formacgdo de uma
hidroxiapatita carbonatada do tipo B. Além destas duas ocorréncias, o ion CO3™
pode substituir simultaneamente o grupo PO+ e a OH-, formando uma
hidroxiapatita carbonatada do tipo AB (LEVENTOURI, 2006).

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR EFEITO DE CAMPO
(MEV/FEG) ACOPLADO ACESSORIO DE ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA
DISPERSIVA (EDS)

A técnica de microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo nos
permitiu avaliar morfologia (tamanho, forma e tipo de aglomeracdo) das
particulas sintetizadas. As micrografias das amostras podem ser observadas na
figura 13,14 e 15.



Figura 13 - Microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo nos aumentos
500x, 2400x, 5000x e 10000x. Amostra HA-T.um

Fonte: O Autor
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Figura 14 - Microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo nos aumentos 500X,
2400x, 5000x e 10000x. Amostra HA-5M.

Fonte: O Autor
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Figura 15 - Microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo nos aumentos
500x, 2400x, 5000x e 10000x. Amostra HA-10M.

Fonte: O Autor

A analise de imagens possibilitou observar que o método hidrotermal,
nas condicdes de sintese utilizadas neste estudo, permitiu a formacédo de
microesferas de HA formadas por nanofolhas (nanosheet). A formacéo
morfologica observada nas Figuras 14 e 15 esta associada a energia superficial
especifica dos cristais HA. A forma adquirida das particulas é determinada pela
energia superficial relacionada a face dos cristais. Como as faces de cristal com
maior energia superficial sdo instaveis, essas faces tendem a absorver o agente

complexante para otimizar sua energia superficial.
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Pela analise das imagens das figuras 14 e 15 foi também possivel obervar
gue as amostras HA-5M e HA-10M formam hidroxiapatita com aglomerados em
forma de flor com tamanho (< 5 pm) o que sugere uma alta area de superficie
que, possivelmente, favorece o uso desta hidroxiapatita para adsor¢éo de outras

substancias para aplicagdo como enxerto 0sseo.

A Figura 16 apresenta o mecanismo de formacao de aglomerados de HA
sugerido por MA, MING-GUO,2012.

Figura 16 - Mecanismo para crescimento de hidroxiapatita auto estruturadas.
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Fonte: Adaptado de (MA, MING-GUO,2012)

De acordo com o mecanismo sugerido por Ma, Ming-Guo, (2012), ocorre
a nucleacdo de ions célcio complexados por ions do quelato e o crescimento
auto organizado nas condi¢cdes hidrotermais, desta maneira, formando a
hidroxiapatita com morfologia tipo flor. A influéncia das radiacdes de micro-ondas
no processo hidrotermal acelera a cristalizacao da hidroxiapatita e contribui com
a obtencdo da mesma em um menor tempo de sintese, com elevada area

superficial especifica, dispersidade além de proporcionar um alto rendimento
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(MA,MING-GUO,2012). Entretanto, a elevada area superficial especifica e o
tamanho médio das particulas € depedente da poténcia (temperatura) utilizada

no micro-ondas e do tempo de sintese.
5.4 ESPECTROMETRIA DE ENERGIA DISPERSIVA- EDS

A porcentagem dos principais elementos encontrados na amostra de HA
obtida pelo processo hidrotermal assistida por micro-ondas no meio reacional
agua-uréia foi determinada por EDS e os resultados podem ser observados nos

espectros de massa a seguir.

Figura 17 - Espectros de massa das amostras HA-T, HA-5M E HA-10M.
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Fonte: O Autor
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Os valores obtidos pelo EDS foram utilizados para determinar a razao
molar Ca/P para cada amostra. Os seguintes valores foram obtidos: 1,69 para
HA-T; 1,67 para HA-5M e 1,7 para HA-10M.

Todos os valores encontrados estdo dentro do esperado para a

hidroxiapatita ja que o EDS se trata de uma analise semi quantitativa.
5.5 POTENCIAL ZETA E ANALISE DE TAMANHO DE PARTICULA.

Com o objetivo de avaliar a estabilidade coloidal das amostras obtidas
foram realizadas medidas de potencial zeta. Os resultados sado apresentados
nas figuras 18 e 19.

De acordo com Mahmoudi, et al. (2011), a estabilidade coloidal em
ambientes biologicos pode ser uma questdo desafiadora na aplicagéo clinica de

qualgquer biomaterial baseados em nanoparticulas devido a grande &rea de

superficie e relacdo com volume de materiais.

Figura 18 - Potencial Zeta das amostras obtidas pelo método hidrotermal e hidrotermal

assistido por micro-onda.
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Fonte: O Autor

Nanoparticulas, geralmente, exibem estabilidade em condi¢fes de cultura
celular, porém uma andlise dessa interagéo é interessante ja que uma vez que
adsorver proteinas do ambiente biologico através da interacdo eletrostética,
pode causar precipitacdo. O potencial zeta € um importante parametro fisico-
quimico utilizado para analisar a estabilidade de nano suspensdes.

Extremamente positivo ou negativo valores de potencial zeta causam maior
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repulsdo forcas, enquanto a repulsdo entre particulas com carga elétrica
semelhante impede a agregacao de as particulas e assim assegura uma facil
redispersdo. Um valor de potencial Zeta desejavel varia em torno de + 20 mV
(HONARY, ZAHIR, 2013). O Valor do potencial Zeta observado nas amostras foi
de 34,2 mV para a amostra HA-T, -13,9 mV para a amostra HA-A5 e — 14,8 mV
para a amostra HA-10M. Segundo a literatura, particulas com valores de
potencial zeta em mddulos menores que + 30 mV tendem aglomerar, desta forma
particulas com potencial Zeta menor sentem menos repulsdo e tendem a se
aproximar. Os resultados de potencial zeta, obtidos para as amostras HA- 5M e
HA-10M, estdo de acordo com as morfologias observadas nas imagens de

MEV/FEG apresentadas nas figuras 14 e 15, respectivamente.

A Figura 19 mostra as distribuicbes de tamanho médio de particulas das
amostras obtidas pelas medidas de espalhamento de luz dindmico (LDS).
Analisando os resultados de LDS foi possivel observar que a amostra obtida pelo
método convencional HA-T apresenta diametro médio de 1482 nm. Porém, as
amostras obtidas por micro-ondas apresentam um didmetro médio de particulas
1305 nm e 2499 nm para a HA-5M e HA-A10, respectivamente. Porém a
tendéncia de particulas nanométricas sofrerem aglomeracédo faz com que os

resultados obtidos estejam se referindo a aglomerados de hidroxiapatita.

Figura 19 - Distribuicdo de aglomerados
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Fonte: O Autor
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Encontra-se reportado na literatura o estudo de que para que seja possivel
uma integracao dos biomateriais com os tecidos € necessario que o biomaterial
possua tamanhos de poros de aproximadamente 223 um. A porosidade pode,
no entanto, adversamente afetar caracteristicas mecanicas de um biomaterial.
Hidroxiapatita porosa, por exemplo, diminui sua maleabilidade e reduz sua
capacidade de se adaptar as superficies irregulares que pode estar presente no
0sso hospedeiro. Portanto o estudo com hidroxiapatitas sintetizada no formato
de pétalas ou folhas lamelares torna-se um material em potencial para a

aplicacdo como biomaterial.
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6 — CONCLUSOES

Foi possivel concluir com este trabalho que ocorreu formacéo da
hidroxiapatita composta de uma Unica fase com substituicées de carbonato nas
trés formas de sintese: pelo método hidrotermal HA-T e também pelo método
hidrotermal assistida por micro-ondas no tempo de cinco minutos HA-5M e no

tempo de dez minutos HA-10M.

A sintese hidrotermal permitiu a formacdo de aglomerados de
hidroxiapatita com com alta cristalinidade como foi possivel observar através do
DRX caracteristico da hidroxiapatita e com picos estreitos e definidos. Ja a
sintese assistida por de micro-ondas, proposta neste trabalho, permitiu a
obtencdo de aglomerados com formato de microesferas constituidos de
nanofolhas de HA em um curto periodo de tempo, porém, as amostras obtidas
através do método hidrotermal assistidas por micro-ondas, apresentaram picos
alargados e de baixa intensidade o0 que evidencia baixa cristalinidade j& em
relacdo ao tamanho de particula foi também possivel obervar que as amostras
HA-5M e HA-10M formam hidroxiapatita com aglomerados em forma de flor com
tamanho (< 5 um) o que sugere uma alta area de superficie que, possivelmente,
favorece o0 uso desta hidroxiapatita para adsorcédo de outras substancias para
aplicacdo como enxerto 6sseo. Os resultados obtidos com as analises FTIR e
Rietveld-MEM sugerem que o mecanismo de reacdo ocorrido na sintese
hidrotermal por micro-ondas favorece a formacdo de uma hidroxiapatita
carbonatada tipo AB.
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