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“‘Apesar dos nossos defeitos, precisamos enxergar que somos pérolas Unicas no
teatro da vida e entender que ndo existem pessoas de sucesso ou pessoas
fracassadas. O que existe sdo pessoas que lutam pelos seus sonhos ou desistem
deles.”

Augusto Cury

Cury A. Nunca desista de seus sonhos. Rio de Janeiro: Sextante; 2004.
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Italiano AEV. Avaliag&o de propriedades fisico-quimicas e morfologicas de biomaterial
a base de fosfato de calcio para enxerto 0Osseo sintetizado por método
hidrotérmico microondas [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2023.

RESUMO
Os procedimentos operatdrios reconstrutivos na implantodontia, aliam-se a enxertia

0ssea como método de tratamento para facilitar e melhorar a reparacédo de defeitos
0sseos. A enxertia 6ssea tem por objetivo preencher o defeito 6sseo com material
apropriado para ativar a osteogénese reparadora. Materiais a base de fosfato de calcio
sdo considerados substitutos Osseos ideais, uma vez que apresentam
biocompatibilidade, além de possuir propriedades osteoindutiva e/ou osteocondutiva
para formacdo de novo tecido 6sseo. O OCP (fosfato octacalcico) ocorre como fase
intermediaria durante a formacao de ossos e dentes, convertendo-se diretamente a
HA (hidroxiapatita) fase que apresenta alta estabilidade e cristalinidade e baixa
solubilidade. O 3 — TCP (trifosfato de calcio) é a fase que apresenta maior velocidade
de biodegradacéao, possibilitando trocas iGnicas entre o biomaterial e o meio. Varios
métodos de sintese tém sido utilizados para preparacdo de fosfatos de calcio de
interesse bioldgico, fazendo com que suas propriedades apresentem caracteristicas
fisico-quimicas diferentes de acordo com o método utilizado para sua obtencédo. O
objetivo do presente estudo foi obter um biomaterial para enxerto 6sseo a base de
fosfato de calcio utilizando o método hidrotérmico-microondas e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas e morfologicas a fim de validar a eficiéncia e eficacia do
método proposto em relacdo a tempo e temperatura. Investigou-se oito diferentes
grupos variando-se tempo e temperatura de sintese e temperaturas de calcinacdo. A
caracterizacao fisica e quimica dos materiais obtidos foi realizada com as técnicas:
difratometria de raios X (DRX), visando avaliar a presenca das fases do fosfato de
calcio de interesse biologico, octofosfato, hidroxiapatita e - trifosfato de calcio,
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletrénica de varredura (MEV-FEG), granulometria, determinacdo da densidade
aparente das amostras e porosidade das particulas pela técnica de Arquimedes. Os
resultados mostraram que tanto a temperatura quanto o tempo de reacdo das
microondas na sintese do material tem importante relevancia como apresentado nos
testes de DRX e FTIR, que confirmam a decomposicao dos particulados sintetizados
em temperatura e tempo maiores associados as temperaturas de calcinacao a 500°C
e 700°C. O sistema hidrotérmico - microondas gerou distribuicdo de particulas
homogéneas e uniforme, além de apresentar morfologia em que se destaca uma maior
cristalinidade para o material sintetizado em maior temperatura. Concluiu-se que o
método hidrotérmico-microondas, apresentou eficacia em relacdo tempo/temperatura
oferecendo vantagens sobre as técnicas convencionais como: reducédo de tempo para
uma reacdo quimica, aguecimento instantdneo e uniforme, e a possibilidade de
reacdes quimicas paralelas e controle de temperaturas ressaltando a melhora das
caracteristicas primordiais para eleicdo de um biomaterial a ser utilizado como enxerto
0sseo.

Palavras-chave: Fosfatos de célcio. Durapatita. Materiais biocompativeis.



Italiano AEV. Evaluation of physical-chemical and morphological properties of a
biomaterial based on calcium phosphate for bone graft synthesized by microwave
hydrothermal method [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia,
UNESP; 2023.

ABSTRACT

Reconstructive surgical procedures in implantology combine with bone grafting as a
treatment method to facilitate and improve the repair of bone defects. Bone grafting
aims to fill the bone defect with appropriate material to activate reparative
osteogenesis. Calcium phosphate-based materials are considered ideal bone
substitutes, as they are biocompatible, in addition to having osteoinductive and/or
osteoconductive properties for the formation of new bone tissue. OCP (octacalcium
phosphate) occurs as an intermediate phase during the formation of bones and teeth,
converting directly to HA (hydroxyapatite), a phase that has high stability and
crystallinity and low solubility. B — TCP (calcium triphosphate) is the phase with the
highest biodegradation speed, enabling ionic exchange between the biomaterial and
the environment. Several synthesis methods have been used to prepare calcium
phosphates of biological interest, causing their properties to present different
physicochemical characteristics according to the method used to obtain them. The
objective of the present study was to obtain a biomaterial for bone grafting based on
calcium phosphate using the microwave hydrothermal method and to evaluate its
physicochemical and morphological properties to validate the efficiency and
effectiveness of the proposed method in relation to time and temperature. Eight
different groups were investigated by varying synthesis time and temperature and
calcination temperatures. The physical and chemical characterization of the materials
obtained was carried out using the following techniques: Fourier transform (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM-FEG), granulometry, determination of the
apparent density of samples and particle porosity using the Archimedes technique.
The results showed that both the temperature and the microwave reaction time in the
synthesis of the material have important relevance, as shown in the XRD and FTIR
tests, which confirm the decomposition of the particles synthesized at higher
temperatures and times associated with calcination temperatures at 500° C and 700°C.
The microwave hydrothermal system generated homogeneous and uniform
distribution of particles, in addition to presenting a morphology in which greater
crystallinity stands out for the material synthesized at a higher temperature. It was
concluded that the microwave hydrothermal method was effective in relation to
time/temperature, offering advantages over conventional techniques such as:
reduction of time for a chemical reaction, instantaneous and uniform heating, and the
possibility of parallel chemical reactions and temperature control, highlighting the
improvement of the primary characteristics for choosing a biomaterial to be used as a
bone graft.

Keywords: Calcium phosphates. Durapatite. Biocompatible materials.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 11
I T YT T (o T @ ET=1 =Y SRR 11
A gD = 5 (o T @ FT=Y =Y N 13
IR B =TT 0 o 4= L =T g - 14
1.3.1 BIOCEIAMICAS ..evvvrruuuuiiieeeeie e e e e et eeeeeeeeeaieeeaeanstanaa s e e eeeaeeeeeeeeeeeeesessnsssnnnnnnns 15
1.3.2 FOSTatoS A€ CAICIO ..uvvviiiiiiiee et 16
1.3.2.1  HidroXi@Patital ..ccceeeeeeeeeiiiiiiei et 17
1.3.2.2 FOSfato OCLACAICICO ...uuuueiiiiiiiiiiiiiie e 18
1.3.2.3  Fosfato tricalCiCO (TCP)......ccueeiiiieee e 19
1.3.3 Sintese do fosfato de CAICIO.......cccvviiiiiiiiiiii 20

1.3.3.1 Sintese do fosfato de calcio pelo método hidrotérmico assistido

POT MICTOONUAS ... ittt et eeee e e e e e e e e e e e et e e e e e eaeaeeeeeenaaaans 20

2 PROPOSICAO.......oiiiieeee ettt ettt ettt st e ste et ete e s eveansreees e 22
B PUBLICACOES ...ttt 23
B.LPUDIICACA0O 1 ... e e e e e r e 23
B.2PUDLICACA0O 2 ... ————— 38
4 DISCUSSAOD ...ttt ettt 57
5 CONCLUSAOD ..ottt ettt 58
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt 59
APENDICE A ..ottt 63

APENDICE B ..ottt et e e e et 69



11

1 INTRODUCAO

O osso é composto por tecidos diferentes importantes para sua funcéo, tais
como: cartilagem, tecidos conjuntivos, tecido epitelial, células do sangue, tecido
adiposo e tecido nervoso!. O osso quando lesionado, possui uma capacidade Unica
de regenerar e reparar sem deixar cicatrizes, mas em alguns casos, devido ao
tamanho do defeito, ndo pode ser completamente reparado!. Para tanto, se faz
necessario manobras cirlrgicas como enxerto 0sseo para a reconstrucdo 0ssea.
Sabe-se que, o melhor material para enxerto é o 0sso autdégeno, considerando-o
“padrdo ouro™. Contudo, a utilizacdo do enxerto autdégeno apresenta diversas
limitagdes, devido a diferentes variaveis, como extensdo da area a ser reparada,
condigdes aceitaveis da area doadora, maior desconforto do paciente. Assim, muitos
estudos séo realizados acerca de biomateriais sintéticos com intuito de aprimorar o
desenvolvimento tecnologico dos mesmos na tentativa de influenciar a resposta
tecidual e induzir a neoformacao 0ssea, controlando a qualidade e quantidade de

0SS0 no interior da area receptora?.

1.1 Tecido Osseo

O tecido 0sseo tem funcfes basicas como suporte, protecdo e movimento,
sendo controlado por fatores sistémicos como horménios, além de fatores de
crescimento e citocinas®#. De maneira ampla, o tecido 6sseo é compacto nas regides
mais externas do osso (chamada de cortical), com uma rede de trabéculas contendo
espacos interconectados que abrigam a medula éssea (chamada trabecular). O
revestimento das superficies Osseas interna e externa denomina-se enddsteo e
peridsteo, respectivamente, sendo esse Ultimo constituido por uma membrana muito
importante para a integridade esquelética*.

O tecido 6sseo pode ser classificado como primario chamado 0sso imaturo
apresentando arranjo irregular e desorganizado de fibras colagenas e poucos cristais
de hidroxiapatita. Este tipo de 0sso esta presente em fetos, casos de osteomielite,
tumores 6sseos entre outras doencas 6sseas. Em outro ponto, classifica-se como
tecido 6sseo secundario, também conhecido como 0sso maduro ou 0sso lamelar e
possui fibras colagenas dispostas de forma paralela formando osso compacto ou

esponjoso. Normalmente, na superficie do tecido ésseo, deposita-se uma camada
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de matriz denominada ostedide (matriz ndo mineralizada), que posteriormente sera
mineralizada por processo de precipitacédo controlada de fosfato de célcio®.

A fracao orgéanica do osso é formada por fibras de colageno tipo | (95%) e uma
pequena quantidade de material amorfo contendo agregados de proteoglicanos e
glicoproteinas (osteocalcina, proteinas salivares)®. Durante o processo de
biomineralizacdo, existem espacos vazios localizados entre as moléculas onde os
nanocristais de apatita sdo depositados e controlam as diferentes proteinas que
atuam inibidoras e nucleadoras®. Nos processos de formacgdo, reabsorgéo,
manutencdo e remodelacao 0ssea, participam quatro tipos celulares distintos que
derivam de duas linhagens: uma relacionada a formacdo e manutencéo:
osteoblastos, células de revestimento 6sseo e ostedcitos, e outra a reabsorgao:
osteoclastos*8. No processo inicial de formacédo do tecido 6sseo, os osteoblastos,
ap0s secretarem a primeira camada de matriz organica, parecem assumir um
importante papel na sua mineralizagdo. Osteoblastos e pré-osteoblastos exibem
niveis elevados da enzima fosfatase alcalina na superficie de suas membranas
citoplasmaticas, a qual, quando liberada, contribui para o inicio da mineralizacéo e o
progressivo crescimento dos cristais de hidroxiapatita®. A cristalizacéo das estruturas
de apatita complexa e dificilmente soluvel evolui favoravelmente pela formacéo
controlada cineticamente de produtos intermediarios metaestaveis. Em condi¢cdes in
vitro, o fosfato de calcio amorfo é transformado em fosfato de octacalcio (OCP) o
gual, evolui para hidroxiapatita carbonatada; em valores de pH menores, a fase de
intermediario parece ser hidrogeno fosfato de célcio dihidratado (DCPD) "8,

Os o0ssos, como matrizes de suporte do corpo, podem apresentar diferentes
tipos de integracdo entre material organico e inorganico, o que produz variacoes
consideraveis nas propriedades mecéanicas. A proporcdo entre ambos 0s
componentes reflete 0 compromisso entre dureza (alto teor inorganico) e elasticidade
ou resisténcia a fratura (baixo teor inorganico). Além dessas funcfes, 0S 0SS0S
funcionam como depoésito de calcio, fosfato e outros ions, armazenando-os ou
liberando-os de maneira controlada, para manter constante a concentracédo desses

importantes ions nos liquidos corporais (liquido intersticial, sangue e etc.)’8,
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1.2  Enxerto Osseo

A falta de osso nos rebordos alveolares tem sido um grande problema na
recuperacao estético-funcional em pacientes que tenham sofrido traumatismos dento
alveolares, extracdes dentarias traumaticas, auséncia dentaria congénita, patologias
gue envolvam maxila e mandibula, além de infeccbes. A perda 6ssea pode ocorrer
também por doenca periodontal, cirurgias traumaticas, ou até mesmo por razdes
fisioldgicas devido a falta de funcdo do rebordo ou carga protética inadequada®°.

E de conhecimento geral, na odontologia, que o melhor material de enxerto é
0 0SSO autdgeno, particularmente o enxerto de medula O6ssea, devido as suas
propriedades biolégicas e a auséncia de rejeicdo. De acordo com Jensen et al., 0
0SS0 autégeno mostrou-se mais eficaz no processo de neoformacéo 0ssea quando
comparado ao beta-fosfato-tricalcio e ao 0sso anorganico bovino por meio de analise
histolégica e histomorfométrica em porcos®!. Tal fato vem acrescentar a ja
consagrada afirmacao de que o melhor material para enxerto é o autdgeno. Contudo,
nem sempre ele é passivel de utilizacdo, em funcao de diferentes variaveis, como a
extenséo da area que necessita ser reparada’®.

Nesse sentido, existe um grande desenvolvimento tecnoldgico dos
biomateriais na tentativa de influenciar seletivamente a resposta tecidual do leito
receptor, como as bioceramicas, as quais deveriam induzir a neoformacdo 0ssea,
controlando a qualidade e quantidade de 0sso no interior da area receptora?’.

Biomateriais sintéticos funcionam como enxertos destinados para a
substituicdo e remodelamento de varios tipos de tecidos humanos. Esses enxertos
sintéticos funcionam como portadores de células e de varias moléculas que atuam
como adjuvante na reparacao tecidual'?®3,

A natureza quimica do material escolhido para a producdo de um scaffold
depende de sua compatibilidade do tecido alvo da reposicdo e reparagdo pelo
enxerto. Progressivamente, o uso de enxertos sintéticos que funcionam mimetizando
matrizes extracelulares teciduais, conforme seus objetivos, se mostraram
alternativas mais viaveis que o uso de transplantes de tecidos, devido as limitac6es
de disponibilidade dos enxertos in natura, risco de transmissdo de infeccao e de
rejeicdo imunolégical*.

Varios materiais de natureza organica ou inorganica sao usados para a

producdo de scaffolds que funcionam como enxertos na reparacdo tecidual®. As
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caracteristicas ideais dos materiais usados na formacdo dos scaffolds sao:
adequada arquitetura com propriedades mecanicas excelentes com local destinado
a sua insercdo na forma de enxerto; biocompatibilidade; e biodegradabilidade®.
Frequentemente, para a otimizacdo de seus objetivos na reparacao tecidual, os
scaffolds funcionam como portadores de células, fatores de crescimento celular e
diversas moléculas bioativas que atuam como adjuvantes. Os tipos de células e
demais adjuvantes a serem inseridos nos enxertos sintéticos variam com o alvo

anatdmico a ser tratado®14.

1.3 Biomateriais

Na ciéncia dos materiais, um biomaterial é definido como uma substancia
desenvolvida para ter uma forma que, sozinha ou como parte de um sistema
complexo, € usada para ordenacao, pelo controle de interacdes com componentes
de sistemas vivos, objetivo de qualquer procedimento terapéutico ou de diagnaostico,
em outras palavras, um biomaterial € qualquer material biocompativel, natural ou
feito pelo homem, que é usado para substituicdo ou auxilio de parte de um érgéo ou
tecido, enquanto em contato intimo com o mesmo*®’. Willians et al.'8P-58 citam como
definicdo de biomaterial: “Um material designado para assumir uma forma que pode
direcionar, através de interacbes com sistemas vivos, o curso de qualquer
procedimento terapéutico ou diagndstico”.

Existe no mercado uma grande variedade de biomateriais, sintéticos ou
biol6gicos com tamanhos variaveis de particulas e principalmente classificados
guanto ao seu modo de acdo: osteoconducdo, osteoinducdo ou osteogénese. Na
reabilitacdo oral, estes biomateriais deverdo ser utilizados como terapia ao
tratamento de sequelas ou como recurso complementar a instalagdo de implantes.
Todavia, € interessante conhecer o potencial biolégico de cada material para indica-
los nas diversas situacdes clinicas!’*°. Estes biomateriais podem ser sintetizados
nas mais diversas formas de apresentacdo (blocos, granulos, membranas,
microesferas e outras) e possuir variadas composicées. O formato do biomaterial
gue serd empregado é definido de acordo com o defeito 6sseo?’19,

Os biomateriais receberam uma classificacdo de acordo com sua agédo apos
implantados?!. Materiais bioreabsorviveis sdo aqueles que, gradualmente se

degradam para formar novos tecidos. O conceito bioinerte ndo é muito aceito



15

atualmente visto que todo material, por minimo que seja, desencadeia algum tipo de
reacdo ao tecido quando implantado. Em contrapeso, 0s materiais bioativos séao
aqueles que desencadeiam uma atividade biolégica especifica estabelecendo uma
ligacéo junto ao tecido hospedeiro?°.

Punj et al.?! descrevem que a bioatividade dos fosfatos de célcio, bem como
a sua bioreabsorgcao, estdo diretamente relacionados a razdo Ca/P, composicéao
guimica dos substratos, tamanho e quantidade de poros presentes no material,
energia superficial e cristalinidade, propriedades estas, dosadas e controladas
através do método de processamento selecionado.

Os biomateriais ceramicos sdo muito utilizados por possuirem adequada
resisténcia e dureza, eles estao disponiveis como redes porosas, recobrimentos de
superficies, compoésitos com polimeros dentre outros. Como exemplo de
bioceramicas podemos citar, alumina, zirconia e as apatitas (fosfatos de calcio)?*2.

As ceramicas incluem uma ampla gama de compostos que tiveram papel
essencial no desenvolvimento dos biomateriais. As aplicacdes englobam as mais
diversas éareas, como instrumentos de diagnéstico (termdémetros, fibras para
endoscopia), proteses ortopédicas, dispositivos para a reconstrucdo odontoldgica e
maxilo-facial, valvulas cardiacas, traqueias artificiais e preenchimentos 6sseos?’. O
vasto campo de aplicacéo se deve, em grande parte, as propriedades cristalogréaficas

e a superior compatibilidade quimica das ceramicas com o meio fisiol6gico??.

1.3.1 Bioceramicas

As bioceramicas constituem um interessante campo de investigacdo e
desenvolvimento para a obtencdo de biomateriais Uteis na fabricacao e/ou fixacéo
de implantes e como substituintes de partes vitais do corpo humano. O uso das
bioceramicas tem se estendido, podendo ser utilizados tanto isoladamente como
associado a outras classes de biomateriais, como metais e polimeros?!23,

A crescente disponibilidade na indicacdo dos materiais ceramicos como
biomateriais e o reconhecimento de que podem assumir diferentes tipos de
interacbes com o0s meios fisiologicos, se deve por apresentarem em suas

propriedades os requisitos de materiais bioreabsorviveis, bioinertes e bioativos?.
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1.3.2 Fosfatos de célcio

Os derivados de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque por serem
biocompativeis, ndo apresentarem reac¢Bes imunogénicas e uma aparente
capacidade em se ligar ao tecido hospedeiro. Tais beneficios podem ser explicados
pela natureza quimica destes materiais, formados basicamente por ions célcio e
fosfato, participando ativamente do equilibrio ibnico entre o fluido biologico e a
ceramica®®. Vale ressaltar que a hidroxiapatita pura e com elevada cristalinidade,
reabsorve muito lentamente, fator que pode ser limitante em terapias que se prevé a

formacdo de um novo tecido em periodos menores de tempos?+2°,

Uma forma de classificar os fosfatos de calcio é através da razao molar entre

os atomos de calcio e fosforo (razédo Ca/P), a qual varia de 0,5 a 2,0, Tabela 126.

Tabela 1 - Exemplos de fosfatos de calcio

Ca/P | Férmula Nome Abreviatura

2,00 CasO(POy): Fosfato tetracélcico TTCP

1,67 Caio(PO4)s(OH): Hidroxiapatita HA

1,5 Cas (POg4) 2.n(OH)2 Fosfato de calcio amorfo ACP

15 Caz(PO.)2 Fosfato tricalcico (a,a’,B,y) TCP

1,33 CagH2(P04)6.5H20 Fosfato octacélcico OCP
Mono-hidrogeno fosfato de

1,00 CaHPO4.2H,0 calcio DCPD
di-hidratado
Mono-hidrogeno fosfato de

1,00 CaHPO. o DCP
célcio

1,00 CaxP2.0y Pirofosfato de calcio (a.,B,y) CPP
Pirofosfato de calcio di-

1,00 Ca,P.07.2H,0 ) CPPD
hidratado

0,70 Caz(Ps016) O2 Fosfato heptacalcico HCP
Di-hidrogeno fosfato

0,67 CasH2PsO20 o TDHP
tetracélcico
Fosfato monocalcico mono-

0,50 Ca(H2PO4).. H-0O ] MCPM
hidratado

0,50 Ca (PO3): Metafosfato de célcio CMP

Fonte: Dados retirados de Guastaldi e Aparecida®®.
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De forma genérica, a velocidade de biodegrada¢éo das ceramicas de fosfato
de calcio, € dada pela seguinte ordem: CaHPOs. 2H.O > CaHPOs >
CagH2(PO4)s.5H20 > Caz(PO4)2 > Ca1o(PO4)s(OH)2. A reabsorcdo do material que
representa esta biodegradacdo € causada pela sua dissolugcdo, que depende de
diversos fatores tais como o produto de solubilidade do material, o pH local no meio
fisiologico, a desintegracdo fisica em particulas menores e, ainda, por fatores
biolégicos, que causam a reducao do pH local. A velocidade de reabsorcao pode
aumentar com o aumento da area especifica (Ap6 > Asélido poroso > Asélido denso)
e com o decréscimo da cristalinidade?®24, De forma geral, quanto maior a razéo Ca/P,
menor sera a solubilidade?%26,

A porosidade, caracteristica que pode estar presente nestes materiais,
estabelece uma relacdo importante na capacidade de integracao entre tecido vivo e
material sintético. Apesar do aumento da porosidade acarretar uma diminuicdo da
resisténcia mecanica, a porosidade possibilita um entrelacamento entre tecido e
implante o que corrobora com o aumento da resisténcia mecanica in vivo?*,

A porosidade pode ser definida como a porcentagem de espacgo vazio em um
solido, os poros podem ser abertos, fechados e semi-abertos?’?8. Os fluidos ndo
acessam os poros fechados, ja os abertos e interconectados ocorre a percolacéo de
fluido. Para a formacédo do novo tecido a porosidade € fundamental, para a migracéo

e proliferacédo celular, bem como para a vascularizagdo?*28,

1.3.2.1 Hidroxiapatita

A HA estd presente em o0ssos e dentes de todos os vertebrados,
representando 5% do peso total de um individuo adulto. Sua férmula quimica &
Cas(P04)30H, podendo ser escrita também como Caio(POa4)s(OH)2 com estrutura
cristalina na forma de hexagono estrutura cristalina da HA lhe confere uma de suas
mais importantes propriedades, a facilidade de substituicdes catibnicas e anidnicas,
sendo referida como capaz de incorporar metade dos elementos da tabela periddica
em sua estrutura. Todas as substituicbes podem alterar a cristalinidade, os
parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade
e a solubilidade da HA que, por sua vez, alteram a degradagdo e o comportamento
in vivo. Outra propriedade da HA € a adsorcdo de proteinas em sua superficie.

Proteinas com ponto isoelétrico maior que 8 sdo adsorvidas na superficie da HA
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devido a interacdo elétrica entre os grupos POs da HA com grupos NHs da
proteina%:2529,

O HA apresenta boas propriedades como biomaterial, tais como
biocompatibilidade e bioatividade, além de propriedades mecanicas apreciaveis o
que a fez referéncia em tratamentos de substituicdo Ossea. Tais caracteristicas
associadas a sua hidrofilicidade, caracteristica que permite o molhamento de sua
superficie por liquidos corporais, favorecem a proliferacdo de células ésseas
(osteoblastos)?425:29,

As bioceramicas de HA ndo porosas e altamente cristalinas se comportam
como um material bioinerte ficando no organismo por pelo menos 5 a 7 anos, sem
alteracdes visiveis; enquanto uma bioceramica altamente porosa da mesma
composicéo, pode ser reabsorvida em aproximadamente um ano?*,

Durante décadas, a HA foi a unica biocerdmica do sistema dos fosfatos de
célcio empregada como biomaterial para a reposicdo e regeneracdo 0ssea. O
reconhecimento de suas limitagbes para o0 uso clinico, devido a sua lenta
biodegradacao, levou ao interesse crescente para a aplicacdo de outros fosfatos de
célcio, como o fosfato de calcio amorfo (ACP), o fosfato octacalcico (OCP) e os
fosfatos tricalcicos (TCP)?12325, Em seus trabalhos, Furko et al.?® relataram que
revestimentos bioceramicos de fosfato de calcio nanocristalino e sua combinacgao
com biopolimeros sdo tipos inovadores de revestimentos reabsorviveis para
implantes. As particulas amorfas e nanocristalinas sdo uma das varias fases de
fosfato de calcio que apresentam vantagens sobre a fase hidroxiapatita por

apresentarem degradacdo mais rapida.

1.3.2.2 Fosfato octacéalcico

O OCP (fosfato octacélcico) ocorre como fase intermediaria durante a
formacédo de ossos e dentes, convertendo-se diretamente a HA cuja férmula quimica
é CagH2 (PO4)s.5H20 em formato cristalino pertencente ao sistema triclinico.?43°
Suas propriedades sao muito semelhantes a da hidroxiapatita, tais como, boa
capacidade nas substituicfes catidnicas e anidnicas, capacidade significativamente
melhor do que as apresentadas pela hidroxiapatita, habilidade em promover a

adsorcédo de proteinas e interessante tempo de reabsorcdo?>,
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A utilizagdo de OCP como biomaterial vem crescendo acentuadamente, pois
estudos revelam que este composto apresenta as propriedades de proliferacao
celular e osteocondutividade mais acentuadas das apresentadas pela HA, devido a
sua maior velocidade de reabsor¢cdo em comparacdo a HA. A reabsor¢cdo do OCP
estimula a regeneracdo 6ssea logo nos estagios iniciais de aposi¢do 6ssea, sendo
seguida pela formacao de novo tecido 6sseo. Dessa forma, o OCP é considerado
um substituto ésseo mais adequado que a HA em aplicacdes onde se requer rapida

formacdo 6ssea®>,

1.3.2.3 Fosfato tricalcico (TCP)

O TCP apresenta-se em quatro formas alotropicas, sendo a, o', b, g cujas
formas cristalinas obedecem ao sistema monoclinico (a TCP) e romboédrico (B
TCP). As principais caracteristicas apresentadas por estas fases incluem:
possibilidade de substituicdo catibnica, bioatividade, sendo esta, uma caracteristica
marcante da fase B-TCP e velocidade de biodegradacéo, consideravelmente maior
do que a apresentada pela HA?>29,

Do ponto de vista quimico, grande parte das bioceramicas de fosfato de calcio
estdo baseadas no equilibrio entre diferentes fases dos fosfatos de calcio e
hidroxiapatita (HA), B—TCP e a—TCP e/ou fosfato de calcio bifasico (BCP, o qual é
uma mistura de (B—TCP + HA) ou de (a—TCP+ HA)?. Recentemente, o conceito de
BCP foi estendido para preparacéo e caracterizacdo de TCP bifasico, consistindo
em fases de a—TCP e B — TCP, em que a formulacéo trifasica consistindo em HA, 3—
TCP e a—TCP tem sido preparada®*2°,

Quando comparados, HA com os B—TCP e o—TCP, a HA é uma fase mais
estavel sob condic¢des fisioldgicas, uma vez que tem solubilidade mais baixa, e assim
uma cinética de reabsorcdo mais lenta. Portanto, o conceito de BCP esta baseado
no balancgo 6timo entre a fase mais estavel (HA) e a fase mais sollvel (B — TCP)31%,

Devido a uma maior biodegradabilidade do componente a ou B-TCP, a
cinética de biodegradacdo do BCP depende da relagcdo HA / TCP: quanto maior a
relagéo, mais baixa a taxa de degradacéo. Assim, in vivo a bioreabsor¢cédo do BCP

pode ser controlada por meio da composicéo da fase.3?-34
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1.3.3 Sintese do fosfato de calcio

A sintese de fosfatos de calcio tem sido relatada por varios métodos,
envolvendo: precipitacdes em solugdes aquosas, reacoes de estado solido, métodos
hidrotérmicos, processo sol-gel entre outros®-3’. Um dos métodos mais utilizados é
a técnica de precipitacdo, que envolve reacdes via Umida entre precursores de célcio
e fésforo com controle da temperatura e pH da solugdo®. A utilizacdo do processo
sol-gel para sintese de fosfatos de calcio, tornou-se destaque nas pesquisas e
consiste num método quimico via umida, é considerado um método mais flexivel por
dispensar utilizacdo de vacuo e altas temperaturas®°.

O meétodo hidrotermal ou hidrotérmico € também de via Umida sob
temperatura e pressdo, resultando num p6é micrométrico ou nanométrico, sendo
possivel a obtencdo de materiais de diversas morfologias e formatos, podendo
classifica-los de denso a intensamente porosos. Os fosfatos de célcio em sua forma
granulada, € de ampla utlizacdo em areas biomédicas como Ortopedia e
Odontologia, 0 que gera grande interesse em sua pesquisa, no entanto, no mercado

nacional ha poucos materiais disponiveis com qualidade e custo vantajoso3%4°,

1.3.3.1 Sintese de fosfato de calcio por método hidrotérmico assistido por
microondas

Dentre os métodos ja citados, o método hidrotérmico assistido por microondas
€ uma rota de sintese que permite alteracGes de parametros de sintese e aumenta
significativamente a eficiéncia da obtencédo de derivados de fosfato de célcio em sua
forma sintética, comparando-o com os métodos convencionais*'#?. As principais
vantagens do método hidrotermal assistido por microondas em relacdo as formas
convencionais de aquecimento sdo 0 tempo de exposicdo ao aguecimento
relativamente mais curto e o aguecimento de forma uniforme#4344,

As reacdes utilizando o método hidrotérmico disp&e de solucdes aquosas que
serdo colocadas em temperaturas mais elevadas para facilitar a precipitacdo dos
cristais de dimensdes maiores do que aguelas obtidas pelo método de precipitacdo??.

Sintese por meio hidrotermal e assistido por microondas também tem sido
objeto de estudo pela viabilidade do controle das particulas e a obtencéo da fase

hidroxiapatita com caracteristicas bem definidas. Este método apresenta além da
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eficiéncia, menor custo e proporciona uma otimizagdo do tempo. Na prética real, o
tratamento por microondas 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®. Isso pode aumentar a cinética da reacéo
e reduzir efetivamente duracéo do processo. Como resultado ocorre uma nucleacgéo
rapida e homogénea de nanoparticulas de HA, a sintese por microondas €

geralmente realizada em menos de 30 min434°,
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2 PROPOSICAO

O projeto terd como enfoque desenvolver um produto de inovacao, utilizando
materiais bioceramicos a base de fosfato de calcio, por ndo apresentarem toxicidade
local ou sistémica (biocompatibilidade) pelo método hidrotérmico-microondas. O
método  hidrotérmico-microondas oferece vantagens sobre as técnicas
convencionais, tais como, rapido aquecimento até a temperatura de cristalizacéo,
devido ao aquecimento volumétrico, resultando em nucleagcdo homogénea, rapida
saturacdo pela dissolucdo de géis precipitados, menor tempo de cristalizacao e
processo eficiente e econdmico, obtendo um biomaterial com boas carateristicas a
um baixo custo. A consolidacéo da tematica na area de sintese de fosfatos de calcio,
utilizando-se o método hidrotérmico-microondas, abrira novos horizontes para
possiveis parcerias com empresas da area de biomateriais, estabelecendo-se uma
incrementacao/inovacao tecnoldgica em produtos ja existentes no mercado/ou novos
produtos, bem como a transferéncia desta tecnologia em processos de fabricacéo
em escala industrial.

O estudo propde a obtencédo de um biomaterial para enxerto 6sseo a base de
fosfato de célcio utilizando o método hidrotérmico-microondas. Para tal objetivo
disponibilizamos as seguintes técnicas:

e AvaliacOes das caracterizacoes fisicas e quimicas do fosfato de calcio obtido
pelo processo hidrotérmico-microondas em forma de po, utilizando-se as
seguintes técnicas:

- Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier
- Difratometria de raios X (DRX)
- Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG)
- Distribuicdo granulométrica
- Determinacdo da densidade aparente pelo principio de Arquimedes e

porosidade das particulas.



23

3 PUBLICACOES

O presente trabalho resultou em duas publicagdes.

3.1 Publicagéo 1*
Sintese de fosfato de célcio pelo método hidrotérmico de micro-ondas:
caracterizacao fisico-quimica e morfologica
Synthesis of calcium phosphate by microwave hydrothermal method: physical-

chemical and morphological characterization

Ana Elisa Vilicev Italiano®, Ricardo Luis Tranquilin®, Danny Omar Mendoza Marin®,
Marcio L. dos Santos?, Luis G. Vaz?

@ Departamento de Materiais Dentarios e Protese Dentéaria, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — Universidade Estadual Paulista, UNESP, SP, Brasil.

b Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia e Inovacdo em Salide — Universidade
Anhanguera S&o Paulo (UNIAN), 05145-200 S&o Paulo, SP, Brasil

¢ Departamento de Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis, Brasil.

4 Programa de Pdés-Graduacdo, Mestrado em Fabricas e Programa de Biotecnologia e

Inovacdo em Saude. Universidade Anhanguera de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

Autor correspondente:

Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista, UNESP,
SP, Brasil. Rua Humaita, 1680 FOAr-UNESP, 14801-093, Araraquara, SP — Brasil
Fone: +55 16 991062598

e-mail: anevitaly@gmail.com

* Manuscrito segue as normas do periddico Heliyon para o qual foi submetido.



24

Resumo

A perda Ossea nos rebordos alveolares € um fator amplamente estudado por
dentistas nas cirurgias de implante, por gerar um grande desafio na recuperacao
estético-funcional em pacientes com amplos defeitos 6sseos maxilares. Biomateriais
sintéticos funcionam como enxertos destinados para a substituicdo e remodelamento
do tecido 6sseo. O fosfato de calcio € um biomaterial que apresenta boas
propriedades como biocompatibilidade e bioatividade, aprecidveis tornando-o
referéncia em tratamentos de substituicdo 6ssea. Um biomaterial sintético como o
fosfato de célcio pode ser obtido por diversas técnicas de sintese. O método
hidrotérmico - microondas € uma rota de sintese que permite alteracées nos
parametros de sintese e aumenta significativamente a eficiéncia de transmissao de
matérias como derivados de fosfato de célcio em sua forma sintética. O estudo
propde a obtencdo de um biomaterial para enxerto 6sseo a base de fosfato de célcio
pelo método hidrotérmico - microondas e avaliagdo das caracteristicas
microestruturais. Os parametros testados nesse processo foram temperatura e
tempo de reacdo. Obtivemos os particulados de fosfato de calcio pelo método
hidrotérmico de microondas nas temperaturas de 110°C e 130°C por 60 minutos, que
foram entéo calcinados a 300°C, 500°C e 700°C. Em seguida as amostras foram
separadas em grupos de acordo com a temperatura de sintese e associacdo ou nédo
a temperatura de calcinacéo. As analises de caracterizacdo microestrutural foram
realizadas por microscopia eletronica de varredura, infravermelho por transformada
de Fourier e difracdo de raios-X. Os resultados obtidos mostraram a presenca de
mais de uma fase do fosfato de calcio de interesse biolégico, como HA, B-TCP e
OCP, ressaltando que com o aumento da temperatura de calcinagao, a fase B-TCP
torna-se evidente. O método de sintese proposto foi eficiente na obtencdo de um
biomaterial com caracteristicas fisicas e quimicas adequadas, com associacdo de
fases cristalinas de interesse biologico relacionadas ao aumento da temperatura de
sintese e da temperatura de calcinacdo. Assim, como antioxidantes de precipitados
gue favorecem a liberacdo de ions Ca e P, sugerindo melhorias em suas
propriedades osteocondutoras. O método hidrotérmico - microondas apresentou
resultados satisfatorios para a obtencdo de derivados de fosfato de célcio de
interesse bioldgico, oferecendo vantagens sobre os métodos convencionais.

Palavras-chave: Fosfatos de calcio, Hidroxiapatita, Biomateriais, Enxertos 6sseos,
Hidrotérmico - microondas.

1. Introducéo

Os 0sso0s, como matrizes de suporte do corpo, podem apresentar diferentes
tipos de integracdo entre material organico e inorganico, o que produz variacoes
consideraveis nas propriedades mecéanicas. A proporcdo entre ambos o0s

componentes reflete 0 compromisso entre dureza (alto teor inorganico) e elasticidade



25

ou resisténcia a fratura (baixo teor inorganico). Além dessas fungbes, 0S 0SS0S
funcionam como depdsito de calcio, fosfato e outros ions, armazenando-os ou
liberando-os de maneira controlada, para manter constante a concentracao desses
importantes ions nos liquidos corporais (liquido intersticial, sangue etc).[1, 2][1-4] A
falta de osso nos rebordos alveolares tem sido um grande problema na recuperagao
estético-funcional em pacientes que tenham sofrido traumatismos dento alveolares,
extracbes dentarias traumaticas, auséncia dentaria congénita, patologias que
envolvam maxila e mandibula, além de infeccbes. A perda Gssea pode ocorrer
também por doenca periodontal, cirurgias traumaticas, ou até mesmo por razdes
fisiologicas devido a falta de funcdo do rebordo ou carga protética inadequada.[1, 2]

Existe um grande desenvolvimento tecnoldgico dos biomateriais na tentativa de
influenciar seletivamente a resposta tecidual do leito receptor, como as
bioceramicas, as quais deveriam induzir a neoformagdo Ossea, controlando a
gualidade e quantidade de osso no interior da area receptora.[1, 2] Biomateriais
sintéticos funcionam como enxertos destinados para a substituicdo e remodelamento
de varios tipos de tecidos humanos. Esses enxertos sintéticos funcionam como
portadores de células e de varias moléculas que atuam como adjuvante na reparacao
tecidual. [1, 3, 5] Os derivados de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque
por serem biocompativeis, ndo apresentarem reacoes imunogénicas e uma aparente
capacidade em se ligar ao tecido hospedeiro. Tais beneficios podem ser explicados
pela natureza quimica destes materiais, formados basicamente por ions calcio e
fosfato, participando ativamente do equilibrio i6nico entre o fluido biologico e a
ceramica.[2, 6, 7] O fosfato de calcio apresenta boas propriedades como biomaterial,
tais como biocompatibilidade e bioatividade, além de propriedades mecéanicas
apreciaveis o que a fez referéncia em tratamentos de substituicdo Ossea. Tais
caracteristicas associadas a sua hidrofilicidade, caracteristica que permite o
molhamento de sua superficie por liquidos corporais, favorecem a proliferacdo de
células 6sseas (osteoblastos). [7-10] As caracteristicas da HA dependem de uma
série de fatores relativas ao processo de sintese, tais como impurezas, reagentes
precursores, morfologia e tamanho de cristal, concentracdo, pH e temperatura. Além
disso, a bioatividade desses materiais também depende do perfil de tratamento
térmico para a secagem e sinterizacdo do material. [9, 11]

Existem varias maneiras de preparar fosfato de calcio sinteticamente e obter as

fases de interesse biologico, como co-precipitacdo, processo sol-gel, pirélise por


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/spray-pyrolysis
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spray , sintese hidrotérmica , processamento de emulsdo e método mecanoquimico.
Alguns autores publicaram seus estudos demostrando o uso da irradiagdo de
microondas nas transformacdes quimicas organicas, considerando tempos de
reacdo curtos, aumento do rendimento do produto, maior pureza do produto e
reacOes colaterais reduzidas devido ao aquecimento por microondas. [12, 13]
Constatando suas propriedades Unicas o0 processo de aquecimento utilizando
microondas € utilizado em muitos processos quimicos, especialmente para
resolucdo em sintese em quimica organica e quimica inorganica. Em suas
publicacdes, explica-se que a energia das microondas penetra ndo apenas na
superficie externa do sistema de reacao, mas também no interior, permitindo que a
reacdo ocorra de forma homogénea, reduzindo o tempo de reacdo, além de nao
requerer processos de resfriamento pos-reagédo. [13, 14]

O presente trabalho teve por objetivo estudar a sintese de fosfato de calcio pelo
método hidrotérmico assistido por microondas conduzidos a 110°C e 130°C por 60
minutos e calcinados a 300°C, 500°C e 700°C, com o intuito de avaliar tempo e
temperatura. Os materiais obtidos foram caracterizados por microscopia eletrénica
de varredura (MEV), infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e difracdo de
raio-X (DRX)

2. Materiais e Métodos
2.1 Sintese dos materiais

A sintese pelo método de hidrotérmico-microondas foi preparada dissolvendo-
se Ca (OH)2 1 mol/L com H20 destilada e deionizada sendo aquecido e mantido sob
agitacdo constante a 90°C. Em seguida, a suspenséo foi levada ao reator de teflon
e submetida a irradiacdo de microondas (HMO-100, LIEC) nas temperaturas de
110°C e 130°C por 60 minutos. Apos centrifugacédo, os pés foram secos em estufa
a vacuo, e seguem para a etapa de tratamento térmico em temperatura de 300°C,
500°C e 700°C por 1 hora.[11, 15-17]. Em seguida as amostras foram separadas

em 8 grupos, conforme tabela 1.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/spray-pyrolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydrothermal-method
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/organic-chemistry
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Tabela 1. Grupos correspondentes as condi¢gfes de sintese e tratamento
térmico das amostras analisadas.

SINTESE .
GRUPOS CALCINACAO
Temperatura/tempo

Gl 110°C/60 min Sem calcinagéo

G2 110°C/60 min 300°C

G3 110°C/60 min 500°C

G4 110°C/60 min 700°C

G5 130°C/60 min Sem calcinagéo

G6 130°C/60 min 300°C

G7 130°C/60 min 500°C

G8 130°C/60 min 700°C

Fonte: Elaboracao propria

2.2 Caracterizagdao fisica e quimica

Utilizamos a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(Bruker Equinox 55), com acessorio para reflectancia difusa no intervalo de 400 a
4000 cm! para andlise dos grupamentos de fosfato de célcio. A andlise por difracdo
de raios X dos materiais sintetizados, na forma de po, foi realizada com um
difratbmetro Rigaku PC-Max 2500 com varredura angular entre 10° a 60°, utilizando
radiacdo de CuKa (A = 1,5418 A), tenséo de 30kV e corrente de 15 a 40mA, com
velocidade de 0,02 graus a cada 40s. A morfologia das particulas foi observada em

microscopio eletrénico de varredura marca Carl Zeiss, modelo supra 35-VP

3. Resultados e Dicusséo

Neste estudo que investiga a acdo da irradiacdo de microondas na obtencéo
de fosfato de calcio a ser utilizado como substituto 6sseo. A formacéo dos derivados
de fosfato de célcio foi caracterizada por analise de DRX. A Figura 1 apresenta 0s
difratogramas obtidos para as amostras sintetizadas a 110°C e 130°C por 60 minutos
pelo processo hidrotérmico microondas e calcinadas a 300°C, 500°C e 700°C. Em

(a) dos grupos G1 a G4, em (b) dos grupos G5 a G8.
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Figura 1. Difratogramas de raios X das amostras obtidas pela sintese do fosfato de célcio
conduzida por 60 minutos em (a) 110°C e (b) 130°C pelo método hidrotérmico- microondas. As curvas
representam as amostras sem tratamento térmico(preta), e calcinadas a 300°C (vermelha), 500°C

(azul) e 700°C (verde).
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A analise por difragcdo de raios X mostrou que todas as temperaturas de sintese,
independentemente de ter ou ndo o tratamento térmico levou a formacdo da HA
(hidroxiapatita), bem como a presenca da fase OCP (fosfato octacalcico) que é
reconhecida como precursora da fase HA. Destaca-se também que 0s picos
caracteristicos para HA apresentam maior intensidade e melhor resolucédo. Tal fato
pode significar uma maior cristalinidade do material obtido. Os valores de 26
localizados dentro do intervalo 20°e 50°, correspondem aos picos principais das
fases de interesse biolégico do fosfato de calcio, sendo HA(Hidroxiapatita), B-TCP
(trifosfato de célcio), OCP (octofosfato de célcio).

Nos difratogramas Fig.1 (a) e Fig.1 (b) a fase OCP, esta representada pelos
picos de reflexdo que correspondem aos planos de reflexdo que corroboram com a
JCPDS ficha técnica n® 79.423. E possivel observar nas amostras tratadas a 500°C
e 700°C que a fase OCP aparece menos e em baixa cristalinidade, notando-se com
mais evidéncia as fases HA e B-TCP. Representadas por picos que correspondem
aos planos 200, 002, 102, 210, 211, 300, 202, 212, 130, 131, 222, 312, 213 para HA
segundo JCPDS ficha técnica n° 731731 e picos correspondentes aos planos 024,
1010, 0210, 128, 2110, 1016, 4010, 146, 1211, 404, 2116, 214, 220, 238 para TCP,
segundo JCPDS ficha técnica n° 86.1585. Os resultados corroboram com
pesquisadores como Gubicza (2022), destacando-se a sintese de fosfato de calcio
em sistema hidrotérmico assistido por microondas, o tempo de sintese leva ao
aumento do tamanho de cristalito (aumento de 13%) quando comparada a outros
métodos de rota Umida, como era de se esperar, pois em sinteses mais demoradas,
o cristal tem um periodo maior para nucleacdo e crescimento.[11,18] A
analise do tamanho médio dos cristais revela que cristais maiores se formam com o
aumento dapressdo,jaque os picos de difracdo tendem a ser
mais fortes e fornecem uma largura maior para amostras sintetizadas em pressoes
mais altas. Essa propriedade pode ser atribuida ao fato de
gue quando a pressdo aumenta a uma temperatura constante, a mobilidade
dos atomos geralmente diminui e a elasticidade da superficie do grao aumenta, lev
andoao crescimento do cristal. Estas consideracbes justificam o fato
de sistemas hidrotérmico assistidos por microondas produzirem cristais maiores.
Os espectros de infravermelho obtidos para as amostras sintetizadas pelo método
hidrotérmico assistido por microondas nas temperaturas de 110°C (a) e 130°C (b)

por tempo de 60 minutos sdo apresentados na Figura 2.
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Os resultados de infravermelho apresentaram curvas que corroboram com as
analises de DRX, tanto nas amostras sem tratamento térmico (G1 e G5) quanto nas
amostras calcinadas a 300°C (G2 e G6), 500°C (G3 e G7) e 700°C (G4 e G8).

Ca(PO,), - 110°C/60min a)
--- sem tratamento

g --- 300°C/1h
3 — 500°C/1h

— 700°C/1h

Transmitancia (a.u.)

T T ' T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm™)
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Figura 2. Espectro de infravermelho das amostras obtidas pela sintese do fosfato de célcio
conduzida por 60 minutos em (a) 110°C e (b) 130°C pelo método hidrotérmico- microondas. As curvas
representam as amostras sem tratamento térmico(preta), e calcinadas a 300°C (vermelha), 500°C
(azul) e 700°C (verde).

De acordo com o FTIR, a formacéo de bandas em 3939cm-?, 3873cm?,3783cm
1,3691cm, 3640cm™ e 3572 cm representam deformacgdes axiais de estiramento
de grupamentos fosfatos, relacionados ao grupo OH. Ja em 523cme 694cm™ das
amostras tratadas a 700°C, observa-se uma banda relacionada ao ion fosfato (PO4*
), porém, reflete deformacdes angulares desse grupamento. As bandas em 3640cm
1 e 1645cm? e 1647cm™? nas amostras tratadas a 300°C podem ser atribuidas a
deformacéo H-O-H. Tais curvas indicam intensidade reduzida nas bandas 3691cm-
1 2142cm?, 1793cm?, 1749cm?, 957cm, 874cm?, 792cml. Observa-se a
presenca de uma extensa banda entre 2700cm e 3800cmt, com pico maximo em
torno de 3640cm™?, a qual seria reflexo da combinagcdo de agua com o p6 de
Cas(PO4).. Ja& as bandas localizadas em 3873cm, 2513cm™, 2347cm? estariam
relacionados a presenca de H20, assim como as bandas localizadas em 2142cm™,
2077cm?, 957cm?, 929cm * (d), 874cm™t e 792cm?, seria referente a presenca de
carbonato (COs?). A banda 1753cm? sugere a presenca de carbonatos,

correlacionados com substituicdo do Tipo B, comumente encontrada nos fosfatos de
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célcio de interesse bioldgico. A banda em 1667cm™ e 1645cm™ em (curva preta),
assim como a banda 1793cm e 1749cm™ em (curvas azul e verde) estaria
relacionada com o estiramento da ligacdo C-H. A absorcdo dessas bandas € sensivel
ao tipo de substituicdo do grupo CO3s*. No espectro visto na Figura 2, os grupos
funcionais correspondentes as bandas significativas dos derivados de fosfatos de
calcio de interesse biolédgico, sdo apresentados na Tabela 2.

Em estudo, Dallabrida et al. (2018) discutiram em analise das curvas do
espectro de infravermelho, a presenca de uma extensa banda entre 4000 cm™ e
3700 cm™ corroborando com os dados obtidos a partir do DRX, analisados nas
temperaturas e tempo de sintese que revelaram pontos de baixa cristalinidade,
caracteristico de material bifasico. De acordo com os autores, a intensidade desse
pico também estaria relacionada a cristalinidade do po, relacionando a fase HA
chegando a afirmar que a fase amorfa do pé € mais hidrofilica do que sua analoga

cristalina.[19]

Tabela 2. Grupos funcionais que correspondem a bandas importantes no
espectro FT-IR dos derivados de fosfato de calcio.

NUMERO DE ONDAS (cm™™) Grupos da pesquisa Grupos funcionais
(amostras)
523 - 694 G4 e G8 PO.* (deformac&o)
871 G5aG8 CO3? (estiramento)
874 GlaG4 CO3? (estiramento)
1645 - 1677 GleG5 C-H (estiramento)
1749 - 1793 G3aG8 C-H (estiramento)
2513 GlaG8 H-O-H (estiramento)
1647 - 3640 G2eG6 H20 (deformacéo)
3572 - 3939 GlaG8 OH- (estiramento)

Fonte: Elaboracgédo Proépria

Ao comparar os resultados obtidos pelas analises de MEV com os resultados
obtidos por DRX, nota-se que 0s materiais caracterizados por esta técnica
apresentam mais de uma fase do fosfato de calcio que sdo de interesse bioldgico
na regeneracdo 0ssea, a HA, o B-TCP e OCP. Pela andlise das imagens das

Figuras 3 (a, b, c, d) foi possivel observar que nas amostras sintetizadas a 110°C


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844021013293#fig2
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por 60 minutos ha predominancia de aglomerados de particulas com tendéncias a
forma culbica caracteristico de padrées menos cristalinos, corroborando com o
DRX, que indica um padrao mais amorfo, porém, nas amostras calcinadas a 500°C
(c) e 700°C (d) observa-se a formacéo de bastonetes demonstrando aumento da
cristalinidade do material. As amostras sintetizadas a 130°C observa-se a formacao
de apatitas com aglomerados em forma de flor com tamanho (< 5 pm) o que sugere
uma alta area de superficie. Reconhece-se que a area superficial especifica é
dependente da temperatura de sintese, quanto maior a temperatura, maior sera a
energia superficial, favorecendo o desenvolvimento do formato em flor da
hidroxiapatita.

Em analise das micrografias realizadas, de acordo com 0 mecanismo sugerido
por Ma et al. (2012), ocorre a nucleacdo de ions calcio e o crescimento auto-
organizado nas condi¢cOes hidrotermais, desta maneira, formando a hidroxiapatita
com morfologia tipo flor. A influéncia das radiagdes de microondas no processo
hidrotérmico acelera a cristalizacdo da hidroxiapatita e contribui com a obtencéo da
mesma em um menor tempo de sintese, com elevada area superficial especifica,
além de proporcionar um alto rendimento. Entretanto, a elevada area superficial
especifica e o tamanho médio das particulas € dependente da poténcia

(temperatura) utilizada no microondas e do tempo de sintese. [20][21]
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Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura das amostras obtidas pela sintese do fosfato de célcio
conduzida por 60 minutos pelo método hidrotérmico- microondas. Amostras sintetizadas a 110°C (a-
d) sem tratamento térmico e 130°C (e-h) calcinadas a 300°C, 500°C e 700°C.

No entanto, a pressao pode levar a um arranjo de fase amorfa ou,
parcialmente, desordenado levando a tamanhos cristalinos maiores. [11, 18, 22]
Estas consideracdes justificam o fato de sistemas hidrotérmicos assistidos por
microondas produzirem cristais maiores.

O biomaterial em estudo apresentou caracteristicas das bioceramicas
multifasicas, corroborando com os estudos de Rustom et al., que também
encontraram resultados semelhantes avaliando um fosfato de calcio bifasico HA/ 3-
TCP. Sugerem que a superficie do fosfato bifasico permite aos osteoclastos agirem
de forma mais natural do que a HA ou o TCP-f3 puros, além de poderem unir -se ao
tecido O6sseo vivo sofrendo acgdes naturais durante o processo de remodelacéo
O0ssea. Ressaltam que as bioceramicas bifasicas de fosfatos de calcio se
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apresentam promissores em aplicacdes traumatoldgicas na reparagdo do tecido
0sseo traumatizado e na liberagédo controlada de medicamentos, em tratamentos da
estrutura éssea.[19, 23]

Como a irradiacdo de microondas é reconhecida como uma fonte de energia
eletromagnética eficaz e ndo ionizante , ela chama a atencdo como um método
ecologicamente correto e confiavel para processos multifasico. Quando o
aguecimento por microondas € aplicado sob condi¢des isotérmicas, elementos
termicamente instaveis absorvem a energia gerada. A distribuicdo térmica é
equilibrada pela energia de ativacdo das microondas, sendo esta, inversamente
proporcional a energia dos ions Ca e P, resultando em dissociacao das fases do
composto CaP a medida que se aumenta a temperatura.[24]

4. Concluséo

O principal componente inorganico do tecido 6sseo, € constituido dos
derivados de fosfato de célcio inseridos em uma rede de colageno. Uma das
principais vantagens dos fosfatos de calcio em relacdo aos biomateriais de
regeneracdo Ossea € a possibilidade de modular a biodegradabilidade , a
bioatividade através da associacao das fases do fosfato de calcio. Neste estudo, os
derivados de fosfato de calcio de interesse biologico, foram preparados usando o
método de aquecimento por microondas. Os efeitos do tempo de irradiacdo de
microondas e da energia de microondas na obtencdo dos particulados, foram
investigados. Podemos concluir que o método hidrotérmico microondas apresentou
resultados satisfatorios para a obtencdo de derivados de fosfato de calcio de
interesse bioldgico, ressaltando seu uso como regenerador 0sseo. O hidrotérmico
microondas oferece vantagens sobre as técnicas convencionais, proporcionando,
aquecimento volumétrico, resultando em nucleacdo homogénea, rapida saturacao
pela dissolucéo de precipitados. Os resultados de DRX, FTIR e MEV demonstraram
caracteristicas de um fosfato bifasico que pode apresentar um forte vinculo com o
tecido 6sseo, tendo a habilidade de neoformacéo 6ssea, caracteristica importante
de um material bioativo. A analise estrutural revela pureza e cristalinidade das
microestruturas do fosfato de célcio projetadas nas fases projetadas, mostrando

microestruturas distintas e bem alinhadas, confirmadas pela analise morfolégica.


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/electromagnetics
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https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/multistage
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Resumo

As bioceramicas sado materiais muito utilizados em dispositivos biomédicos de
substituicdo 6ssea, dentre elas, os derivados de fosfato de célcio sdo amplamente
utilizados em casos de reparacdo de defeitos 6sseos. PGs de fosfato de célcio
(octofosfato de célcio, hidroxiapatita e trifostato de célcio), foram produzidos usando
um método hidrotérmico-microondas. Para a obtencéo dos pos de fosfatos de célcio
utilizou-se solugBes aquosas de Ca (OH)2 e H3POs e submetidos ao método
hidrotérmico-microondas nas temperaturas de 110°C e 130°C por 30 e 60 minutos,
e em seguidas calcinados a 700°C por 1 hora. Os p6s obtidos foram submetidos a
testes de caracterizacdo microestrutural como MEV, DRX, FTIR, distribuicdo de
tamanho de particulas, densidade aparente e porosidades aparente. Os resultados
obtidos por DRX e FTIR, confirmam a decomposicdo dos pés em temperatura de
calcinacéo a 700°C, alem de modificacfes cristalinas e morfologicas, e distribuicdo
homogénea das particulas, ode identificou-se as fases de interesse, octofosfato,
hidroxiapatita e B-trifosfato de calcio. O processo de calcinacdo a 700°C levou a
formacdo da fase B-TCP tendo predominédncia nas amostras em que a sintese
hidrotérmica assistida por microondas foi realizada em maior tempo e maior
temperatura. Verificou-se que o método de sintese proposto apresentou eficacia em
relacéo tempo/temperatura oferecendo vantagens sobre as técnicas convencionais,
como a melhora das caracteristicas primordiais para eleicdo de um biomaterial a ser

utilizado em casos de regeneracao 0ssea.

Palavras-chaves: Fosfatos de célcio, Hidroxiapatita, Biomateriais, Enxertos Osseos,

Hidrotérmico-microondas

l.Introducéo

O o0sso € um tecido vivo, complexo e dinamico, o qual participa de um continuo
processo de remodelacdo — absorvendo o0sso velho e produzindo 0sso novo.[1] O
tecido 6sseo quando lesionado, possui uma capacidade Unica de regenerar e
reparar, mas em alguns casos, devido ao tamanho do defeito, ndo pode ser
completamente reparado, e sua regeneragcao requer tratamentos com substitutos
0sseos podendo gerar duvidas quanto a previsibilidade, o sucesso e a
longevidade.[2] Biomateriais sintéticos tém recebido importante atencdo quando

comparados a enxertos 6sseos xendgenos e alégenos, por ndo apresentarem risco
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de transferéncia de doencgas, hem mesmo provocarem resposta imune, além de
estarem disponiveis em quantidade ilimitada. Diferentes métodos de fabricagéo dos
materiais sintéticos sdao amplamente estudados a fim de atribuir propriedades
biolégicas mais favoraveis, podendo assim melhorar a resposta tecidual e a
formacao 6ssea. [2]

Dentre os derivados de fosfato de calcio de interesse bioldgico, a hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH):], € considerada a principal fase inorgéanica dos 0ssos. Todavia,
apatitas bioldgicas, diferem da hidroxiapatita pura e produzida sinteticamente em
estequiometria, composicao, cristalinidade e em outras propriedades fisicas. Os
elementos associados as apatitas biolégicas podem ser considerados substituintes
ibnicos na estrutura tornando-a mais reabsorvivel como por exemplo, o fosfato
tricalcico [Cas(POa4)2], quando presente em materiais sintéticos substitutos 0sseos,
ajuda a melhorar a reabsorcao e a bioatividade das bioceramicas implantadas, além
de aumentar sua capacidade de participar do processo de remodelacdo d6ssea in
vivo. [3]

A fase HA é conhecida como menos sollvel e mais estavel em solucdes
aquosas em valores de pH superiores a 4,2. [4] Os derivados de fosfato de célcio
podem ser produzidos por diferentes procedimentos quimicos, sendo 0s métodos
mais utilizados: co-precipitacdo, cristalizacédo sol-gel e processamento hidrotérmico.
[5] A método hidrotérmico € um processo para a preparacao direta de poés de oxidos
finos puros com contaminacéao reduzida e baixa temperatura de sintese, no entanto,
precisa de um tempo de processamento maior para obtencéo do produto. Da mesma
forma, particulas com tamanho e forma desejadas podem ser produzidas se
parametros como pH da solucdo, temperatura de reacdo, tempo de reacéao,
concentracdo de soluto e o tipo de solvente forem cuidadosamente controlados. [6]

Komarneni et al. [7] apresentaram um aprimoramento do método hidrotérmico,
sendo um dos pioneiros a utilizar a metodologia hidrotérmico-microondas para
sintese de p6s ceramicos. O método hidrotérmico-microondas (HTMO) possibilita um
aquecimento volumétrico do material, viabilizando a aplicacdo de altas taxas de
aguecimento, apresenta vantagens sobre os métodos convencionais nos pontos:
cinética de cristalizacdo maior devido ao superaquecimento localizado, menor tempo
de processamento, processo ambientalmente limpo, maiores rendimentos e custo-
beneficio. [7, 8]
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O método de sintese hidrotérmico-microondas é uma maneira eficiente de
acelerar o processo de obtencdo do fosfato de calcio, além de permitir o controle
morfolégico das particulas, uma vez que a morfologia das apatitas sintéticas
apresenta alta sensibilidade as condi¢fes de sintese (temperatura, poténcia, tempo
de reacgdo). [9] Além de ser uma técnica que resulta em aquecimento rapido e
uniforme de todo o volume da substancia a temperatura estipulada sem qualquer
tensdo térmica significativa ou gradiente de temperatura. [10] Isso pode aumentar a
cinética da reacdo e reduzir efetivamente duracdo do processo. Como resultado
ocorre uma nucleacdo rapida e homogénea a sintese por microondas de
nanoparticulas de HA é geralmente realizado em tempo de 30 min. [10, 11] O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia dos parametros de sintese do
fosfato de calcio obtido pelo método hidrotérmico-microondas nas caracteristicas
estruturais e morfolégicas visando aplicacdo como enxerto 6ésseo. Para tanto, foram
produzidos dois grupos experimentais: um contendo quatro amostras sintetizadas
em temperatura de 110° C e 130°C em tempo de 30 min e 60min, e outro grupo
também de quatro amostras, sintetizadas nas mesmas condi¢cdes e calcinadas a
700°C por 1 hora. O desempenho do método de sintese utilizado foi avaliado por

ensaios de caracterizagcdo microestrutural descritos no item 2.

2. Materiais e métodos
2.1. Sintese do fosfato de calcio experimental

A sintese por precipitacdo foi realizada a partir da adicdo controlada e
simultanea das solu¢cdes Ca (OH)2 1 mol/L com H>O destilada e deionizada,
adicionando acido fosférico 2 Hs POs em um baldo de fundo redondo, que foi
aquecido e mantido sob agitacdo constante a 90° C. O procedimento realizado em
sistema hidrotérmico-microondas utilizou-se um recipiente de Teflon, selado em um
reator de inox (HMO-100, LIEC), com rampa de aquecimento de 5°C/min, as rotas
sintéticas foram realizadas a 110°C e 130°C por 30 e 60 min. Parte do material obtido
foi tratado termicamente a 700°C por 1 h, com taxa de aquecimento e resfriamento

de 5°C/min, obtendo-se assim dois pds, um antes e outro apos o tratamento térmico.

2.2 Caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica dos pos obtidos
Os grupamentos dos biomateriais obtidos foram submetidos a caracterizacdo

morfoldgica e fisico-quimica por meio de microscopia eletrénica de varredura por



42

emissdo de campo (Carl Zeiss, modelo supra 35-VP)), difracdo de raios X (XRD)
(Rigaku, modelo Sistema D/MAX — 2100/PC), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) (marca Bruker, equipado com acessoério para
medidas por reflectancia difusa (DRIFT) na regido de nimero de onda entre 500 e
4000cm™, distribuicdo granumomeétrica a laser (Malvern, modelo Mastersizer 3000E
com acessorio Hydro EV), densidade e porosidade das particulas por principio de
Arquimedes, utilizando balangca analitica (Shimadzu, modelo AUW 220D com
precisdo de 0,1mg). Para interpretacdo dos resultados de DRX comparou-se 0s
dados com os registros padrdes no banco de dados mantido pelo Joint Committee
for Powder Diffraction Studies (JCPDS) para HA (73-1731), OCP (79.423) e 3-TCP
(86.1585).

3. Resultados
3.3 Analise de caracterizagédo morfologica (MEV)

As micrografias dos derivados de fosfato de calcio sintetizadas a 110°C/ 30 min
e 130°C/ 30 min sem tratamento térmico sdo apresentadas nas Figuras 1 (a, b), e
das amostras sintetizadas a 110°C/ 30 min e 130°C/30 min e calcinadas a 700°C,

nas Figuras 1(c, d).

Figura 1. MEV das amostras dos derivados de fosfato de calcio, obtidas pelo método hidrotérmico-
microondas (a) Amostras sintetizadas a 110°C/30 min., (b) amostras sintetizadas a 130°C/30 min., (c)
amostras sintetizadas a 110°C/ 30 min., e calcinadas a 700°C, (d) amostras sintetizadas a 130°C/30
min., e calcinadas a 700°C.
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E possivel observar na Fig. 1 (a, b) que os pés de fosfato de célcio nio
calcinados se apresentam como grandes aglomerados em formato cubico,
caracteristico de padrbes menos cristalinos, representando a presenca de fase
amorfa do fosfato de calcio. Na Fig. 1b, observa-se formacgéo de particulas em forma
de bastdes ou agulhados, caracterizando a fase OCP, precursora da fase HA com
capacidade de substituices catibnicas e anibnicas, além de habilidade em promover
adsorcéo de proteinas e rapida reabsorcao. Nas Fig. 1 (c, d), onde os pés de fosfato
de célcio foram calcinados a 700°C, observa-se que a morfologia do material se
modifica apos o tratamento térmico, evidenciando a fase hidroxiapatita. Nota-se a
formacao de particulas esféricas, as quais foram obtidas por Ou et al. [12]

As micrografias dos derivados de fosfato de calcio sintetizadas a 110°C/ 60 min e
130°C/60 min sem tratamento térmico sdo apresentadas nas Figuras 2 (a, b), e das
amostras sintetizadas a 110°C/ 60 min e 130°C/60 min e calcinadas a 700°C, nas

Figuras 2(c, d).

Figura 2. MEV das amostras dos derivados de fosfato de célcio obtidas pelo método hidrotérmico
microondas. (a) Amostras sintetizadas a 110°C/60 min., (b) amostras sintetizadas a 130°C/60 min.,
(c) amostras sintetizadas a 110°C/ 60 min., e calcinadas a 700°C, (d) amostras sintetizadas a
130°C/60 min., e calcinadas a 700°C

Foi possivel observar que as amostras sintetizadas por 60 minutos formam a
fase hidroxiapatita com aglomerados em forma de flor com tamanho (< 5 um) o que
sugere uma alta area de superficie, Fig. 2 (a, b, c, d). Pode -se observar uma grande

modificacdo morfologia apdés o tratamento térmico a 700°C. Os resultados
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apresentam cristalinidade definida com caracteristicas de material que apresenta
mais de uma fase, como se observa o aparecimento de B-TCP, uma vez que a fase
HA é precursora de [3, corroborando com os resultados do DRX.

3.2 Analise de difratometria de raios X (DRX)

Nas Figuras (3a) e 3b) observa-se nos difratogramas a presenca da fase OCP,
sendo esta reconhecida por ser precursora da fase HA [2], representados pelos picos
gue correspondem ao 031, 113, 421, 321, 302, 102, 220 (ST — sem tratamento),
002,031, 021, 202, 112, 230,312, 502, 512, 521 (700°C).

Apés o tratamento térmico a 700°C, a amostra apresentou um padrao cristalografico
de picos evidenciando a fase B-TCP associado aos planos 1010, 128, 306, 220,
1016, 2212, 4010, 238, 0210, 128, 223, 0216, 2116.

a) Ca3 (PO,), - 110°C/30min.

A - OCP(octofosfato)
4/ B-HA (hidroxiapatita)
C - B-TCP (fosfato tricalcico)
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Ca3 (POg4)2 - 130°C/30min.
b)
A - OCP(octofosfato)
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Figura 3. Difratogramas dos raios X dos fosfatos de calcio sintetizados a 110°C (a) e 130°C (b) por
30 minutos: sem calcinacado (ST) e com calcinagéo a 700°C.

Nas Figuras (4 a) e 4b) observa-se em todos os difratogramas a presenca da
fase OCP, representados pelos picos que correspondem aos planos 021, 002, 202,
600, 112, 321, 031, 230, 411, 600, 040, 810 (ST),202, 230, 040 (700°C). No
difratograma (700°C) a fase OCP aparece menos e em baixa cristalinidade, notando-
se com mais evidéncia as fases HA e B-TCP, representada pelos picos que
correspondem em 200, 002, 102, 210, 211, 300, 202, 212, 130, 131, 222, 312, 213
e picos correspondentes aos planos 024, 1010, 0210, 128, 2110, 1016, 4010, 146,
1211, 404, 2116, 214, 220, 238 para B-TCP. Os difratogramas revelaram maior
formacéo de fases derivadas do fosfato de calcio de interesse biolégico, ao longo do
processo hidrotérmico-microondas. Observou-se formacao das fases: HA - maior
densidade, formadora de arcabouco e B-TCP - maior solubilidade e reabsor¢cao mais
rapida. E possivel notar que o biomaterial apresenta uma mistura de fases, umas
mais predominantes quando associado tempo e temperatura de sintese a
temperatura de calcinagéo, sugerindo um material adequado para utilizagdo como

substituto 6sseo.
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a) Ca, (PO,),- 110°C/60min.

) A - OCP(octofosfato)
B - HA (hidroxiapatita)
C - B-TCP (fosfato tricalcico)
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Figura 4. Difratogramas dos raios X dos fosfatos de célcio sintetizados a 110°C (a) e 130°C (b) por
60 minutos: sem calcinagdo (ST) e com calcinacédo a 700°C.
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3.3 Andlise de espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho revelou bandas tipicas de grupos fosfato. A
Figura 5 (a, b) apresenta as bandas entre 3940cm™ e 3566 cm™ que representam
deformac0Oes axiais de estiramento de grupamentos fosfatos, relacionados ao grupo
OH". As bandas entre 565cm™ e 673 cm? (700°C) referem-se a vibragGes de
deformacéo do grupo PO43. As bandas localizadas em 2137cm™, 2077cm™?, 956¢cm’
1 e 873cm?, seria referente a presenca de carbonato (CO3s?), referindo-se a possivel
formacéo de hidroxiapatita carbonatada tipo B, comumente encontrada em apatitas

biolégicas. [13]

. a)
Ca, (PO,)? - 110°C/30min

— ST - sem tratamento térmico

calcinada a 700°C/1h

Transmitancia (u.a)

PO;

T T J T J T T T x T J T u
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm™)



48

Ca, (PO,)? - 130°C/30min

— ST - sem tratamento térmico

calcinada a 700°C/1h
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Figura 5. Espectro de infravermelho dos fosfatos de célcio sintetizados a 110°C (a) e 130°C (b) por
30 minutos: sem calcinacado (ST) e com calcinagéo a 700°C.

A Figura 6a apresenta os espectros de infravermelho obtidos do p6 dos fosfatos
de célcio nas temperaturas de sintese de 110°C por 60 minutos e a Figura 6b, 0s
espectros de infravermelho dos pés obtidos a 130°C por tempo de 60 minutos. As
bandas entre 3939 cm! e 6572 cm™ sdo correspondentes ao grupo OH- que
caracterizam o composto hidroxiapatita. Observa-se bandas relacionadas ao ion
fosfato (PO43), refletindo estiramento angular desse grupamento, representado nas
bandas 957 cm, 929 cm (Fig 6 a, 700°C), 954 cm™* e 952 cm™ (Fig. 6b, 700°C).
Associa-se 0 aumento da intensidade dessas bandas a maior cristalinidade do
material, reforcando a obtencdo do composto HA. Bandas com comprimentos de
onda préximos de 1645 cm™ e 1647 cm™ e 2513 cm* (Fig. 6b, 700°C) correspondem
a moléculas de agua fisicamente ligadas a superficie da HA. As bandas localizadas
em 2142 cml, 2077 cm?, seria referente a presenca de carbonato (COs?%).
Comparando os espectros, foi possivel observar que as vibragées em 2395 cm* se
tornaram mais intensos com o0 aumento da temperatura, sugerindo a volatizagéo da

agua e liberagéo de CO..
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Figura 6. Espectro de infravermelho dos fosfatos de calcio sintetizados a 110°C (a) e 130°C (b) por
60 minutos: sem calcinagdo (ST) e com calcinacéo a 700°C.

3.4 Andlise de distribuicdo do tamanho de particulas
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Na Figura 7 sao apresentados os valores de distribuicdo do tamanho de
particula do p6 de fosfato de calcio obtido pelo método hidrotérmico-microondas nas
temperaturas 110°C e 130°C por tempo de 30 minutos e 60 minutos néo calcinadas.
As curvas mostram a distribuicdo do tamanho de particula analisando a média de
cinco andlises realizadas para cada amostra, onde se observa um comportamento
de selecéo bimodal na faixa de 1uym e 100um. A amostra sintetizada a 110°C/ 30min
apresenta uma distribuicdo de tamanho de particula homogénea, porém assimétrica
em relacdo as demais amostras, apresentando um aglomerado de particulas no valor
aproximado de 400um. Apéds tratamento térmico a 700°C o material apresentou uma
distribuicdo granulométrica mais estreita e uma reducdo no tamanho médio inicial,
como indicado na Tabela 1, além de um perfil de distribuicdo mais uniforme, como

apresentado na Figura 8.
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Figura 7. Curvas de distribuicdo granulométrica obtidas por difracéo a laser das amostras de fosfato
de célcio sintetizados pelo método hidrotérmico-microondas a 110°C por 30 e 60 minutos e 130°C por
30 e 60 minutos ndo calcinadas
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Figura 8. Curvas de distribuicdo granulométrica obtidas por difracédo a laser das amostras de fosfato
de calcio sintetizados pelo método hidrotérmico-microondas a 110°C por 30 e 60 minutos e 130°C por

30 e 60 minutos calcinadas a 700°C

Os valores de distribuicdo granulométrica dos fosfatos de calcio obtido pelo

A\
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método hidrotérmico-microondas sao apresentados a seguir na Tabela 1.

Tabela 1. Valores “d” de fosfato de calcio sintetizado por hidrotermal de micro-ondas. Amostras sem

calcinacéo e calcinadas a 700°C

Amostras d1o (um) dso (um) dgo (um)
HTM 110°C/30° 3,72 235 674
HTM 130°C/30° 1,98 12 56,6
HTM 110°C/60° 1,62 13,3 57,6
HTM 130°C/60° 1,69 7,92 42
HTM 110°C/30°/700°C 2,48 11,6 37,9
HTM 130°C/30°/700°C 2,31 10,5 24,2
HTM 110°C/60°/700°C 7,06 631 872
HTM 130°C/60°/700°C 1,99 8,7 19,6

HTM — hidrotérmico-microondas, “d” — distribuicdo granulométrica

3.5 Andlise de densidade aparente e porosidade
Na Tabela 2, sdo apresentados os valores das densidades e porosidades dos

fosfatos de célcio nas condi¢gbes estudadas. Nota-se que os valores das densidades
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experimentais se apresentaram menores do que a tedrica para o fosfato de célcio da
fase HA que é 3,156 g/cm® (pt). Os resultados das densidades experimentais
corroboram com valor encontrado por Viana et al. [14], em que se determina o valor

de 2,76 g/cm? a densidade para a fase hidroxiapatita (HA) com 99% de pureza.

Tabela 2. Densidade e porosidade do fosfato de célcio sintetizado pelo método hidrotérmico

de micro-ondas

Cas (POu)2 DENSIDADE POROSIDADE DENSIFICACAO
Pa (g/cm?) € (%) (%)
HTM 110°C/30’ 2,5750 18,41 81,59
HTM 130°C/30’ 1,6720 47,03 52,97
HTM 110°C/60’ 2,1233 32,37 67,27
HTM 130°C/60’ 2,483 21,33 78,67
HTM 110°C/30’/700°C 2,4097 23,65 76,35
HTM 130°C/30°/700°C 2,4825 21,35 78,65
HTM 110°C/60°/700°C 2,2332 29,24 70,76
HTM 130°C/60°/700°C 2,55 19,21 80,79

HTM — hidrotérmico microondas, p. — densidade aparente, € - porosidade aparente

Fonte: Elaboracao prépria

4. Discusséo

O objetivo de validar o método de sintese do CaP por rota hidrotérmico-
microondas, como sendo um método de menor tempo, menor custo, eficiéncia e
eficacia, se faz sustentado pelos achados desse estudo. Os pos de fosfato de calcio
obtidos por método hidrotérmico-microondas apresentaram modificaces cristalinas
e morfologicas apds o processo de calcinagdo, assim como, novas fases
correspondentes a decomposicdo da hidroxiapatita foram identificadas. As
micrografias das amostras sintetizadas por tempos de reacdo reduzidos, foram
também observadas por outros pesquisadores, ao produzirem fosfato de calcio por
método de reacédo de estado solido utilizando um aparelho de microondas. [14-16] O
trabalho de Yang et al. (2014) mostrou que a morfologia apresentada tanto em
estrutura esférica ou em forma de flor pode estar atribuida a formacéo de fases

intermediarias como ACP (fosfato amorfo) durante a sintese. Esse fenbmeno pode
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ocorrer devido a nucleacéo heterogénea da fase HA.[17] Alguns estudos apontam a
formacdo de ACP na fase inicial da reacdo de precipitacdo que em seguida é
transformada em uma fase mais estavel como a HA. [10] A andlise desses estudos
sugere que o método aplicado neste trabalho, para a sintese do fosfato de calcio em
fases de interesse biolégico, apresenta equivaléncia na morfologia para as fases HA,
B — TCP, OCP comparados a outros trabalhos encontrados na literatura.

Os padrdes de DRX observados, demonstram que uma mistura contendo fases
intermediarias em vez de fases estaveis como a HA, podem ter sido formadas em
tempo de reacdo mais curtos como nas amostras sintetizadas por 30 minutos. A
medida que se aumentou o tempo de reacdo para 60 minutos, as fases
intermediarias sofreram decomposicéo e se transformaram em fases estaveis (HA e
B-TCP).[10-17] Modificacbes nas bandas dos espectros de infravermelho
corroboraram com os resultados obtidos pela difracdo de raios X, confirmando a
decomposicdo dos pos em temperaturas de calcinacdo a 700°C. Crescimento dos
graos, aumento da cristalinidade, distribuicdo homogénea do tamanho de particulas
também ocorreram quando as amostras foram calcinadas, mostrando a importancia
do controle desse processo durante a producdo dos derivados de fosfato de
calcio.[18] Os espectros de FTIR mostram que as vibracdes do grupo COs*
intercalados nas redes cristalinas da apatita, resultam a substituicdo do ions PO43,
caracterizando uma substituicdo tipo B, a qual provoca uma distorcdo da rede
cristalografica, conduzindo a uma apatita de baixa cristalinidade.[17-19]

Observa-se em algumas regides aglomerados de gréos, podendo ter ocorrido
fusdo (soldagem) do material durante o processo de calcinacdo. O tamanho de
particulas do fosfato de calcio sem tratamento térmico, variam entre 1,62 e 674 um.
O material quando calcinado a 700°C, apresenta uma variacdo de tamanho de
particulas de 1,99 a 872 um, demonstrando um aumento do tamanho de grédos que
pode estar associado a temperatura de calcina¢do, uma vez que o tamanho dos
graos tende a crescer quando o material € submetido a altas temperaturas.

SCALERA et al. [20] apresentam crescimento de tamanho de grdos a medida
gue se aumenta a temperatura de calcinacdo no processo de sintese de fosfatos de
célcio, onde preconizam a fase hidroxiapatita, além de apresentarem formas
irregulares que podem ter ocorrido devido a forma de homogeneizacdo dos
reagentes que foi realizada em almofariz de agata, e favoreceu a distribuicdo

irregular de graos. O tamanho e a porosidade das particulas sdo as principais
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propriedades que interessam a bioengenharia. Reconhece-se que particulas em
escala nanométrica, inferior a 100 um, exibem um tempo de reabsor¢cdo mais
adequado e melhor bioatividade, a medida que contribui na adeséo e proliferacao

celular. [11-21] Assim, a porosidade € uma propriedade fundamental, para a
migracgéao e proliferacao celular, bem como para a vascularizagao tecidual. [22]

5. Concluséo

As caracteristicas apresentadas pela tecnologia de sintese de materiais
inorganicos por método hidrotérmico-microondas, como reducédo de tempo para uma
reacao quimica, aquecimento instantaneo e uniforme, e a possibilidade de reacdes
guimicas paralelas, provou ser um processo de desenvolvimento como alta
velocidade de reac&o quimica combinatodria, atraves de sua capacidade de sinteses
rapidas e diretas pela geracéo e controle de temperaturas. O método de sintese de
fosfato de calcio via processo hidrotérmico-microondas apresentou eficiéncia na
obtencdo de um biomaterial com caracteristicas fisicas e morfolégicas adequadas,
com associagdo de fases cristalinas de interesse bioldgico (HA e B — TCP)
relacionadas com o aumento da temperatura de sintese e a temperatura de
calcinacéo. Os resultados da distribuicdo de particulas corroboram com as analises
morfoldgicas, sugerindo maior absorcéo do fosfato de célcio, possibilitando formacao
O0ssea mais rapida. Assim como dissolucdo de precipitados que favorecem a
liberacdo de ions Ca e P, sugerindo melhorias em suas propriedades
osteocondutoras, podendo assim conduzir boa regeneracdo Ossea. Assim
concluimos que a sintese do mediador de microondas € um método mais eficiente e

mais eficaz do que técnicas convencionais ja descritas na literatura.
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4 DISCUSSAO

Os pés de fosfatos de célcio foram obtidos por rota sintética via hidrotérmico-
microondas, as fases e bandas referentes ao material foram analisados por difracao
de raios X e espectroscopia no infravermelho. O material apresentou modifica¢des
cristalinas, morfolégicas e texturais apos o processo de sintese e melhorias quando
associado a calcinacdo. Em temperaturas elevadas, novas fases correspondentes a
decomposicdo da hidroxiapatita foram identificadas. Modificacdes nas bandas dos
espectros corroboraram com o0s resultados obtidos pela difragdo de raios X,
confirmando a decomposicao dos pds em temperaturas de calcinagéo entre 500°C
e 700°C36. Crescimento dos grdos, aumento da cristalinidade também ocorreram
guando as amostras foram calcinadas, mostrando a importancia do controle desse
processo durante a producdo de pos de fosfato de célcio de interesse bioldgico. O
entendimento de todos os processos envolvidos durante a sintese e tratamento
térmico dos poés de fosfato de calcio é importante, pois 0 processo se faz necessario
para consolidar a obtencdo do material, trazendo modificagbes na matriz ceramica e
promovendo alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas dos pos3:4L.

Os resultados obtidos mostram o efeito das condi¢cbes de preparacdo pelo
método hidrotérmico microondas e a calcinacdo sobre a porosidade de amostras de
fosfato de célcio. Embora tenha sido utilizado um método envolvendo medidas e
céalculos, foi demonstrado que as porcentagens de porosidade obtidas por este
método estdo sempre proximas daquelas obtidas por métodos padrdes, o que
também indica possivel interconectividade entre poros, sugerindo maior absorcéo do
fosfato de célcio, possibilitando formacéo 6ssea mais rapida®.

O sistema hidrotermal assistido por microondas gerou distribuicdo de particulas
homogéneas e uniforme, além de apresentar morfologia em que se destaca uma
maior cristalinidade para o material sintetizado em maior temperatura, ja que o

difratograma desse material apresenta picos mais intensos e mais bem definidos®?.
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5 CONCLUSAO

Levando em consideracdo as metodologias utilizadas (Apéndice A), é possivel
concluir que:

O método de sintese de fosfato de célcio via processo hidrotérmico-microondas
apresentou eficiéncia na obtengcdo de um biomaterial com caracteristicas fisicas e
morfolégicas adequadas, com associacao de fases cristalinas de interesse biolégico
(HA e B — TCP) relacionadas com o aumento da temperatura de sintese e a
temperatura de calcinagéo.

Sintese dos fosfatos de calcio por método hidrotérmico assistido por
microondas € um método mais eficiente e mais eficaz do que técnicas convencionais
ja descritas na literatura como citadas nesse trabalho, apresenta vantagem em
relacéo tempo e temperatura aplicados ao processo de sintese.

Os resultados de morfologia, assim como, tamanhos de particulas, em acordo,
com o que se descreve na literatura, sugerindo maior absorcao do fosfato de calcio,
podendo possibilitar formacdo 6ssea mais rapida. Assim como dissolucdo de
precipitados que favorecem a liberacéo de ions Ca e P, levando melhorias em suas

propriedades osteocondutoras, podendo assim conduzir boa regeneracao 0ssea.
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APENDICE A — METODOLOGIA ESTENDIDA
1 Preparacdo dos Fosfatos de Célcio pelo Método Hidrotérmico-Microondas
(HTMO)

Para a sintese dos derivados de fosfato de calcio foram utilizados os substratos
descritos na Tabela 1

Tabela 1 - Propriedade dos reagentes utilizados

Peso
Nome Férmula Fornecedor | Pureza (%)
Molecular(g)
Hidroxido de Calcio PA Ca (OH), 74,10 Synth 95
Acido Fosférico PA HsPO. 08 Quemis 85

Fonte: Dados obtidos do Laboratério Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica/UFSCar — LIEC

Os derivados de fosfatos de célcio foram produzidos por via basica, cuja reacao esta

descrita a seguir:

3 Ca(OH) + 2 HiPOs ———» Cas(POy)y + 6 H2O

As etapas de sintese dos derivados de fosfato de célcio estdo organizadas no

fluxograma, Figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma da metodologia de obtenc¢éo dos fosfatos de calcio obtidos por
método hidrotérmico microondas

HIDROXIDO DE CALCIO ACIDO FOSFORICO
Ca (OH), H,PO,

FOSFATO DE CALCIO
Ca3(PO ),

TRATAMENTO TERMICO

3

[ 300°C/1h ][ 500°C/1h [ 700°C/1h

Fonte: Elaboragédo propria.

A sintese pelo método de hidrotérmico-microondas foi preparada dissolvendo-
se Ca (OH)2 1 mol/L com H20O destilada e deionizada em um bal&o de fundo redondo,
gue serd aquecido e mantido sob agitacdo constante a 90°C. Em seguida, sera
adicionada agua para a separacdo de fases, depois, a suspensao sera levada ao
reator de teflon e submetida a irradiacdo de microondas. Os parametros de sintese
(temperatura e tempo) serdo estudados. Apos centrifugacédo, os pés foram secos
em estufa a vacuo, e seguem para a etapa de tratamento térmico em temperatura
de 300°C, 500°C e 700°C por 1 hora (Tabela 3), com intuito de utilizar o método
hidrotérmico-microondas como metodologia na sintese de obtencéo de fosfatos de
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calcio de interesse bioldgico com finalidade de produzir biomaterial a ser utilizado

como enxertos 0sseos.

Tabela 2 - Procedimentos realizados para obtencdo dos derivados de fosfato de célcio

Sintese Tratamento Térmico
110°C/30’ Controle (ST 300°C/ 1h 500°C/ 1h 700°C/ 1h
130°C/30’
110°C/60’ Controle (ST*) 300°C/ 1h. 500°C/ 1h 700°C/ 1h
130°C/60’

*ST — Sem tratamento térmico

Fonte: Elaboracao prépria.

2 Caracterizacao Fisico-Quimica

As caracterizacgdes fisico-quimicas do fosfato de calcio de interesse bioldgico,
obtidas pelo processo hidrotérmico microondas em forma de pd, foram realizadas
utilizando-se as seguintes técnicas: Espectroscopia de Infravermelho com
transformada de Fourier, Difratometria de raios X (DRX), Microscopia eletronica de
varredura (MEV-FEG), Distribuicdo granulométrica, Determinacdo da densidade

aparente pelo principio de Arquimedes e Porosidade das particulas.

2.1 Espectroscopia infravermelho com transformacao de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho detecta as frequéncias das vibracdes das
ligacBes quimicas no sdlido dando informacdes complementares as obtidas por
difracdo de raios X. Todas as amostras (particulas e nanoparticulas de fosfatos de
célcio), foram analisadas em um Espectrofotémetro de Infravermelho (FTIR), marca
Bruker, equipado com acessério para medidas por reflectancia difusa (DRIFT) no
intervalo de 400 a 4000 cm™ do Centro de Desenvolvimento de Materiais Funcionais,
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos. A
espectrofotometria na regido de infravermelho € uma técnica adequada para a
caracterizacdo da estrutura quimica do biomaterial, entretanto, dependendo da
substancia, pode nao fornecer informacdes para diferenciar as estruturas cristalinas
de uma substancia, mas sim, se houve ou ndo decomposi¢cdo da amostra a ser

analisada apos o processo de cristalizacao.
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2.2 Difratometria de raios X (DRX)

A andlise por difracdo de raios X é utilizada para a caracterizagdo das fases
cristalinas presentes, o objetivo é encontrar a fase principal de hidroxiapatita (HA),
contudo pode ocorrer a formacdo de compostos secundarios como a 3-TCP ou
também a formacéo de 6xido de célcio, indicando assim decomposicdo de parte da
estrutura cristalina. A técnica consiste em comparar os planos de difracdo e as
distancias interplanares, bem como as densidades de atomos (elétrons) ao longo do
plano cristalino, sendo estas as caracteristicas Unicas de cada material, ou seja, cada
material tem um padréo difratométrico. Para a identificacdo das fases presentes
serdo utilizados: difratbmetro de raios X SIEMENS D5000, com varredura angular
entre 10 e 50°, na montagem de Bragg-Brentano, utilizando-se radiagéo de Cu (kal)
e difratbmetro de raios X da marca Rigaku, modelo Sistema D/MAX — 2100/PC,
utilizando radiacdo Ka do cobre (1,5405A) com filtro de Ni para radiagcdo Kb com um
goniémetro theta-theta ULTIMA com velocidade de 2 graus min't sendo a fonte de
radiacdo Ka do cobre acelerada com potencial de 40kV e uma corrente de 20 mA e
varredura angular entre 10 e 50° do Centro de Desenvolvimento de Materiais

Funcionais, Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séao Carlos.

2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG)

A morfologia das particulas de fosfatos de calcio foi analisada apds a etapa de
tratamento térmico nas temperaturas entre 300°C, 500° e 700°C. A técnica consiste
em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da
amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma
tela catodica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe
incidente. Quando ocorre interacdo do feixe de elétrons com a matéria (amostra)
produz elétrons e fétons que podem ser coletados por detectores adequados e
convertidas em um sinal de video. A analise morfologica das particulas dos fosfatos
de calcio obtidos pelo método hidrotérmico microondas, foi realizada utilizando-se
um microscopio eletrénica de varredura marca Carl Zeiss, modelo supra 35-VP do
Centro de Desenvolvimento de Materiais Funcionais, Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sdo Carlos.
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2.4 Distribuicdo Granulométrica

A andlise granulométrica a laser é a técnica mais utilizada para determinar o
tamanho de particula, no qual é medido através da variacdo angular da intensidade
da luz difundida, conforme um feixe de laser interage com as particulas dispersas da
amostra. Em relacdo ao feixe de laser, as particulas com granulometria menor
dispersam a luz em grandes angulos e as maiores em angulos menores. Baseado
na teoria de difusdo da luz de Mie, o tamanho das particulas responsaveis por criar
o padrdo de dispersao € calculado pelos dados analisados sobre a intensidade da
dispersdo angular. A granulometria das particulas é indicada como o didmetro de
uma esfera de volume equivalente

A técnica de analise de tamanho de particulas por difracdo de laser permite que
se obtenham informacdes sobre a distribuicdo granulométrica do material. Com o
objetivo de verificar o tamanho médio das particulas e confirmar a eficiéncia em se
alcancar a maior area possivel, foi utilizado um granuldmetro a laser da marca
Malvern, modelo Mastersizer 3000E com acessoério Hydro EV, instalado no
Laboratorio de Materiais Vitroceramicos da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). No procedimento, cerca de 1g do material particulado previamente
peneirado na granulometria desejada foi inserido no compartimento de teste do

equipamento, sendo fornecido o resultado em curvas de distribuicdo granulométrica.

2.5 Determinacdo da densidade aparente pelo principio de Arquimedes e
Porosidade das particulas

O procedimento consiste em determinar, através da pesagem, a densidade e
porosidade aparente das amostras. Primeiro calcula-se com a balanca dentro de um
recipiente com agua a massa imersa da amostra; posteriormente, retira-se a amostra
da agua e faz-se a pesagem da amostra imida e apds a secagem durante 24 horas
€ medida a massa seca. O experimento foi realizado em uma balanca analitica
Shimadzu, modelo AUW 220D com precisdo de 0,1mg alocada no Laboratorio de
Materiais Vitroceramicos -VITROCER da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Tendo obtido as amostras de fosfato de calcio em discos, decorrentes do
método de sintese proposto, a densidade aparente (pa) das amostras foi
determinada por relacdo geométrica (massa por unidade de volume). A porosidade
(¢) dos pos de fosfato de calcio foi calculada de acordo com a equagao a seguir,
segundo a norma ASTM C 20 (2022):



(1 - ‘;—) %100
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APENDICE B — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Refazer as anadlises caracteriza¢do incluindo teses como micro- Raman,
refinamento estrutural com método de Rietveld, area superficial especifica e
molhabilidde.

2. Realizar analises microbiolégicas de viabilidade celular, diferenciacao celular
por PCR, atividade antimicrobiana como concentracao inibitéria minima (CIM) e halo
de inibigéo.

3. Realizar andlises in vivo: andlise do comportamento dos fosfatos de calcio
obtidos por método hidrotérmico microondas nas melhores condi¢bes de

temperatura e tempo, na reparagcao 0ssea — estudo em ratos.
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