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RESUMO

Presentes de forma predominante no tecido 6sseo, as apatitas podem ser sintetizadas
em laboratério a partir de uma série de rotas. Desta forma, torna-se possivel criar um
biomaterial semelhante aos tecidos encontrados no organismo humano. Devido a sua
similaridade com o tecido mineral ésseo, a hidroxiapatita é utilizada frequentemente
na aplicacdo de enxertos e no recobrimento de préteses metalicas. Partindo deste
ponto, estudos que potencializam a utilizacdo de determinadas apatitas como
biomateriais sdo de grande interesse. Trabalhos que envolvam otimizacdo dos
parametros de sintese e das propriedades fisico-quimicas do biomaterial sdo cada vez
mais frequentes. No presente trabalho, diferentes porcentagens de fluoreto de litio
foram adicionadas durante a sintese de hidroxiapatita. Os resultados de DRX e FTIR
para as amostras com relacdo Ca/Li de 98/2 em proporcdo molar e 93,4/6,6 em
propor¢cdo molar apresentaram fluorapatita e 6xido de calcio enquanto a amostra com
relacdo Ca/Li de 100/0 em proporcdo molar apresentou as fases hidroxiapatita e 6xido
de célcio. O surgimento de fluorapatita nas amostras com relagdo Ca/Li de 98/2 e
93,4/6,6 em proporcao molar indicam uma substituicdo, no minimo parcial, dos ions
hidroxila presentes na hidroxiapatita por ions fluoreto. A analise morfolégica também
foi realizada e mostrou a tendéncia a um crescimento uniaxial de grao para as
amostras que possuem adicdo de fluoreto de litio. Além disso, as amostras que
sofreram adicdo apresentaram menor porosidade aparente se comparada a amostra
que ndo possui adicdo de fluoreto de litio.

Palavras-chave: Hidroxiapatita; fluoreto de litio; Biomaterial.
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ABSTRACT

Predominantly present in bone tissue, the apatites can be synthesized in the laboratory
from a series of routes. In this way, it becomes possible to create a biomaterial similar
to the tissues found in the human organism. Established a similarity with bone mineral
tissue, a hydroxyapatite is used in grafting and metal dentures. From this point on,
studies that enhance the use of apatites as biomaterials are of great interest.Works
involving optimization of synthesis parameters and physicochemical properties of the
biomaterial is increasingly frequent. In the present work, different percentages of
lithium fluoride were added during hydroxyapatite synthesis. The XRD and FTIR
results for samples with Ca / Li ratio of 98/2 molar ratio and 93.4 / 6.6 molar ratio
showed fluorapatite and calcium oxide while samples with Ca/ Li ratio of 100/0 in molar
proportion presented the phases hydroxyapatite and calcium oxide. The appearance
of fluorapatite in samples with Ca / Li ratio of 98/2 and 93.4 / 6.6 in molar ratio indicates
a replacement, at least partially, of hydroxyl ions present in hydroxyapatite with fluoride
ions. Morphological analysis was also performed and showed a tendency for uniaxial
grain growth for samples with lithium fluoride addition. In addition, the samples that
were added showed lower apparent porosity when compared to the sample without
lithium fluoride addition.

Keywords: Hydroxyapatite; Lithium fluoride; Biomaterial.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O anseio crescente da humanidade em promover a qualidade de vida fomenta
a interacdo entre ciéncias exatas e ciéncias da saude. Desta forma, a busca por
materiais que contribuam em tratamentos, exames e reparo dos mais diversos
traumas e patologias, possibilitando a manutencédo do bem-estar pessoal, se torna
frequente. A partir desse contexto, uma classe de material capaz de operar em intimo
contato com tecidos de organismos vivos, estimular e interagir com tecidos e 6rgéaos,
ou até mesmo substitui-los, é desenvolvida, os biomateriais (DOROZHKIN, 2007).

A utilizacdo de enxertos de origem natural juntamente com suas respectivas
técnicas e metodologias empregadas sdo alvo de estudo até os dias atuais (AMINE,
M. et al., 2019; NAROS et al., 2019; SALES et al., 2019). No entanto, uma série de
limitagBes propiciam que o0s biomateriais sintéticos apresentem determinadas
peculiaridades em relagcéo aos enxertos de origem natural (NOUR et al. 2019). Dentre
o diversificado campo dos biomateriais, buscam-se aqueles capazes de interagir com
o organismo de forma benéfica e que, ao mesmo tempo, estimulem ativamente
respostas celulares especificas (HENCH e POLAK, 2002). Uma determinada classe
de bioceramicas a base de fosfatos de célcio merece destaque, as apatitas. Presentes
de forma predominante no tecido 6sseo, as apatitas podem ser sintetizadas em
laboratério a partir de uma série de rotas. Desta forma, torna-se possivel criar um
biomaterial semelhante aos tecidos encontrados no organismo humano.

A Hidroxiapatita (HA), Ca10(PQ4)sOH2, presente no organismo vivo, esta em
contato constante com diversos fluidos e substancias que se encontram a diferentes
pH’s e temperaturas, contribuindo diretamente na decomposicao da hidroxiapatita em
demais fases (SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017). Tal instabilidade, além de
possibilitar o surgimento de novas fases de fosfatos de calcio, também propicia
substituicdes de demais ions na estrutura da HA. Diversos trabalhos reportam a
influéncia, vantagens e desvantagens de substituicdes catidonicas (Na*, Mg?*, Fe?*,
entre outros) e/ou anidnicas (F, COs%, CI, entre outros) na hidroxiapatita (ZHAN et
al., 2005; SOBCZAK, 2009; SADAT-SHOJAI et al., 2013; RATNAYAKE, 2017).
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A substituicdo parcial ou completa dos ions hidroxila (OH"), presentes na HA,
por ions fluoreto (F), propicia o surgimento da fluorapatita (FA) Caio(POa4)sF2. Este
composto, quando presente nas propor¢des corretas no tecido 6sseo, promove um
incremento das propriedades mecénicas (tenacidade a fratura, dureza e médulo de
elasticidade) e aumento de tamanho dos cristais e da cristalinidade (BIANCO et al.,
2010). Além disso, a fluorapatita possui propriedades biolégicas similares e, até
mesmo, superiores se comparada a hidroxiapatita estequiométrica (RATNAYAKE et
al., 2017; TREDWIN et al., 2014).

Apesar de facilitar o surgimento de novas fases calcio deficientes, a
substituicdo do calcio presente na estrutura da HA por ions litio (Li*) promove o
aumento da cristalinidade, potencializa a agéo dos osteoblastos e incrementa o limite
de resisténcia do material (WANG et al., 2016; BADRAN et al.., 2017). Além disso,
pesquisas reportaram a utilizacdo do litio no tratamento de distlurbios bipolares
(KAYGILI, et al., 2013).

Trabalhos que abordam substituicdes simultdneas nos sitios anidnicos e
cationicas da hidroxiapatita sdo alvos frequentes de estudo (RATNAYAKE et al., 2017,
YILMAZ; ALSHEMARY; EVIS, 2019). Possiveis substituicdes concomitantes em um
ou nos dois sitios do calcio, nos sitios do fosfato e das hidroxilas, podem conferir
propriedades atrativas na nova estrutura obtida (SUPOVA, 2015).

Dessa maneira, o presente trabalho busca realizar substituicdes, no minimo
parcial, de ions litio (Li*) e ions fluoreto (F) nos sitios do calcio e da hidroxila
respectivamente, presentes na estrutura da hidroxiapatita, com o intuito de
desenvolver um biomaterial de elevada bioatividade e que possa agregar nas
propriedades mecanicas do tecido ésseo. Para isso, a hidroxiapatita foi sintetizada por
precipitacdo em meio aquoso e, durante o processo, solu¢des de fluoreto de litio (LiF),
em diferentes proporcdes, foram adicionadas. Posteriormente, caracterizacdes foram
executadas no intuito de identificar se os ions litio (Li*) e fluoreto (F) estéo, de fato,

presentes na estrutura da HA.
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1.2 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desta pesquisa € sintetizar via precipitacdo em meio aquoso uma
biocerdmica de hidroxiapatita com uma substituicdo, no minimo parcial, dos ions
calcio e hidroxila, presentes na estrutura da HA, por ions litio (Li*) e ions fluoreto (F)

respectivamente.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a morfologia das amostras;

b) Comparar quimicamente e estruturalmente a hidroxiapatita pura com a
hidroxiapatita que contém substituicdes parcial de seus ions;

c) ldentificar quais fases estdo presentes nas amostras, bem como a composi¢ao
quimica das amostras;

d) Investigar substituicées por difracdo de raios X e FTIR,;

e) Realizar a sintese por precipitacdo a partir de solucbes aquosas, da hidroxiapatita

pura e da hidroxiapatita com adicao de fluoreto de litio;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TECIDO OSSEO

Considerado o principal constituinte do esqueleto humano, o tecido 0sseo
possui por objetivo fornecer suporte aos tecidos moles, proteger 6rgdos vitais e
proporcionar apoio aos musculos esqueléticos. Somado a tais atributos, o tecido
0sseo possui uma inigualavel capacidade de regeneracdao, uma vez que fraturas e
imperfeicdes locais, ao serem reparadas, ndo ocasionam, na maioria dos casos,
cicatrizes. Tal mecanismo de reparacdo é considerado, em determinados casos,
semelhante a osteogénese primaria, isto €, a formacdo Ossea durante seu
desenvolvimento (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). De fato, os eventos observados
nos processos de osteogénese embrionaria sdo basicamente 0s mesmos encontrados
na consolidacao de trauma, ou hos mecanismos de osteointegracao de um biomaterial
(HALL, 2005).

O tecido Osseo é formado por uma matriz inorganica constituida
majoritariamente por fosfatos de calcio e outros ions como potassio, sodio,
bicarbonato, entre outros, e uma parte organica composta por colageno, osteonectina,
osteocalcina, entre outros (BOSE, TARAFDER; 2012). Considerado uma forma
especializada do tecido conjuntivo, a caracteristica que o torna peculiar esta no
processo de mineralizacdo que ocorre durante seu desenvolvimento. Desta forma, o
tecido 6sseo adquire propriedades mecanicas essenciais para desempenhar suas
funcdes com primor (ROSS et al.; 1993).

O tecido 6sseo pode ser classificado com base em sua organizagao estrutural,

se subdividindo em cortical compacto ou esponjoso (FIG. 2.1).
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FIG. 2.1 Tecido 6sseo cortical, localizado externamente ao tecido ésseo esponjoso
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013)

Constituido por laminas delgadas 6sseas que se sobrepdem umas as outras, 0
compacto cortical se apresenta de forma sélida e homogénea. Tal tecido apresenta
colunas cilindricas com 150 a 300 um de diametro denominadas ostedns ou sistemas
de Havers (HALL, 2005). Por possuirem sua linha de eixo maior paralela ao 0sso,
contribuindo desta forma na contencdo dos esfor¢cos de tracdo e compressao, sao

consideradas unidades estruturais essenciais do tecido 6sseo compacto (FIG. 2.2).

Lamelas de um

Orientagdo dos feixes coligenos
* e sistena de Havers

Canal de
Havers

=

Sistema de
lamelas internas
~N

Sistema de
|~ lamelas
externas

=
~ Periosteo

.. Canal de
Volkmann

W)

V
(e

P

Endbsteo

FIG. 2.2 Esquema representativo da constituicao histolégica de uma zona de tecido
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013)
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O tecido 6sseo esponjoso (FIG. 2.3) é formado por trabéculas com 100 a 150
pum de espessura, compostas por lamelas 0sseas. As cavidades do 0SS0 esponjoso
sdo preenchidas pela medula éssea. No interior de tal tecido, encontram-se as
trabéculas que possuem como principal funcdo suportar as cargas transmitidas pelas
superficies articulares, para tal, estdo dispostas sob a forma de uma rede
tridimensional. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

FIG. 2.3 Corte histolégico de uma zona de tecido 6sseo esponjoso (JUDAS, et al; 2012).

No interior da matriz do tecido 6sseo, pequenos espacos chamados lacunas
abrigam células 6sseas. Essas sdo responsaveis pelas funcbes de formacao,
manutencdo e reabsorcdo do tecido ésseo. Os trés tipos celulares classicamente
descritos sdo o0s osteoblastos, os ostedcitos e 0s osteoclastos, cada qual
desempenhando determinada funcéo.

Os osteoblastos sdo responsaveis pela producdo e mineralizacdo da parte
organica do tecido. Dentre as proteinas sintetizadas pelos osteoblastos estdo o
colageno tipo | e proteinas nédo colagénicas, como a osteonectina (responsavel por
facilitar a deposicdo de calcio), a osteocalcina, (que tem por funcdo estimular a
atividade dos osteoblastos), entre outras. Estas proteinas ndo colagénicas tém uma
importancia fundamental no processo de mineralizagdo, ou seja, na ligagdo do

colageno aos cristais minerais de hidroxiapatita.
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Os ostedcitos tém por objetivo secretar substancias necessarias a manutencao
Ossea. Tal grupo celular apresenta uma organizacado tridimensional conectada,
encontrando-se regularmente dispostos ao longo da matriz. A FIG. 2.4 ilustra a
disposicdo dos osteoblastos e ostedcitos, bem como sua conectividade. Dispostos
numa camada continua na superficie da matriz 6ssea, encontram-se 0s osteoblastos
e as ceélulas de revestimento 6sseo. Abaixo desta, pode-se observar uma camada de
ostedides, grupo celular ndo mineralizado que posteriormente se tornara um novo
tecido 6sseo. Os ostedcitos estdo situados nas lacunas da matriz 6ssea. Pequenos

canais possuem os prolongamentos dos ostedcitos, responsaveis por interliga-los.
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FIG. 2.4 Esquema representativo da distribui¢céo e localizagdo na matriz 6ssea das células
da linha osteoblastica (JUDAS, et al.; 2012).

Como terceiro grupamento celular a ser mencionado, tem-se 0s osteoclastos.
Responséaveis pela remodelacdo e renovacao do tecido 6sseo, tal grupo possui
células grandes, méveis, multinucleadas e extensamente ramificadas. Um mecanismo
de acdo especifico € desempenhado pelos osteoclastos para que o mesmo realize
seu papel na reabsorcdo da matriz 0ssea. A regido 0ssea reabsorvida apresenta o
formato de uma lacuna denominada howship. Na primeira fase da reabsorcdo 6ssea
ocorre o0 processo de acidificacdo do howship através da producéo de ions H* e CI,
provocando a dissolugéo da fase mineral da matriz 6sseo, principalmente a HA. Numa
segunda fase, tem-se a degradacdo completa da fase organica por acdo de
numerosas enzimas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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2.2 BIOMATERIAIS

A utilizacdo de biomateriais em humanos, na tentativa de reparo das mais
diversas patologias, ndo € uma descoberta recente. A aplicacéo de suturas de linho e
ouro no antigo Egito (2000 AC) j& remete a sua utilizacdo. Apesar de serem
empregados desde tempos antigos, somente a partir da Segunda Guerra Mundial que
houve um enfoque maior no estudo dos biomateriais (PIRES et al.; 2015).

Os avancos da medicina conciliados aos principios da engenharia
proporcionam o desenvolvimento de materiais substitutos sintéticos que possam
manter, reparar, regenerar ou mesmo substituir funcdes de 6rgéos ou tecidos do corpo
humano. Essa interdisciplinaridade permite o desenvolvimento de novas tecnologias,
tais como as terapias celulares e de bioengenharia tecidual (MISHIMA, F. 2012).

Segundo dados divulgados pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) em 2018, a expectativa de vida dos cidad&os brasileiros aumentou de 45
para 76 anos a partir da década de 40. O interesse no desenvolvimento e melhoria
dos materiais utilizados como implantes, cuja funcéo é recuperar os tecidos afetados
por patologias, infecgdes e traumas, intensificou-se com o aumento da expectativa de
vida. Desta forma, faz-se necessario a busca por novos métodos e tecnologias que
cooperem para a manutencéo da qualidade de vida.

Para serem aceitos no organismo vivo, 0s sistemas implantaveis devem ser
preparados a partir de uma classe especial, os chamados biomateriais. O primeiro
encontro de pesquisadores que abordou o tema foi realizado em 1969 na universidade
de Clemsom, Carolina do Sul (E.U.A). Desde entéo, definicdes de biomateriais sdo
apresentadas e complementadas a medida que pesquisas sobre tal classe séo
conduzidas.

Na Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicacbes clinicas,
realizada em 1982, o termo biomaterial é definido como:

“Qualquer substancia (outra que n&o droga) ou combinacdo de
substéancias, sintética ou natural em origem, que possa ser usada por
um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte de um
sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, érgdo ou
funcéo do corpo” (HELMUS E TWEDEN, 1995).

Williams (2009) expde uma definicho complementar de biomateriais sendo

esta:
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“Biomaterial € uma substancia que foi projetada para assumir uma
forma que, sozinho ou como parte de um sistema complexo, é usado
para direcionar, pelo controle das interagbes com os componentes dos
sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou de
diagnostico, em medicina humana ou veterinaria” (WILLIAMS, 2009).

Da grande gama de requisitos que um biomaterial deve atender, duas se
destacam: a biocompatibilidade e a biofuncionalidade. A primeira diz respeito ao
material e seus possiveis produtos de degradacao, estes devem ser tolerados pelos
tecidos envoltérios e ndo devem danificar o organismo a curto e longo prazo
(JAHNO,2007).

“A biocompatibilidade de um material para implante é 6tima se o
material proporciona a formagéo de tecidos normais na sua superficie
e, adicionalmente, estabelece uma interface continua capaz de

suportar as cargas que normalmente ocorrem no local da implantagao”
(DUCHEYNE; CUCKLER, 1992).

Para ser considerado um material de implante, é necessario que atenda aos
seguintes requisitos (GOMES, 2019):

a) O material deve ser biocompativel, sua presenca nédo deve causar efeitos nocivos
no local do implante ou no sistema biolégico;

b) O material deve ser biofuncional, possuir caracteristicas mecanicas adequadas
para cumprir a funcéo desejada, pelo tempo desejado;

c) O material deve ser esterilizavel;

d) Os tecidos ndo devem causar uma degradacéo inesperada do material.

O biomaterial precisa desempenhar com maestria 0s papéis para os quais foi
designado, seja estatico ou dindmico. A biofuncionalidade € um conjunto de
propriedades que garante a certo dispositivo a capacidade de executar uma fungéo
similar ao material que esta sendo substituido (BOSCHI,1995).

A insercdo de um biomaterial para reparo 0sseo deve desencadear
mecanismos biologicos favoraveis ao organismo e ao implante (SCHNEIDER, ZA et
al., 2004). Apos este processo, uma série de etapas do reparo tecidual (modelagem e
remodelagem) deve ocorrer na interface 6ssea com a superficie do implante (KIM, et
al., 2004). A interacao de um biomaterial, seja ele liga metalica ou ndo, como € o caso

da hidroxiapatita, é objetivo de varios estudos atuais.
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Assim como 0s materiais convencionais, 0os biomateriais sdo empregados de
acordo com sua aplicabilidade. Podendo ser biometais, bioceramicos, polimeros
biocompativeis naturais ou sintéticos e macromoléculas naturais que sdo processados
a fim de serem utilizados em dispositivos médicos que se relacionam intimamente com

as proteinas, células, tecidos, 6rgaos e sistemas organicos (VINCENT, 2012).

2.3 GERACOES DE BIOMATERIAIS

Entre 1960 e 1970, a primeira geragao de biomateriais foi desenvolvida para
utilizacdo interna no corpo humano. Os implantes se mantinham estaticos no
organismo e possuiam como principal objetivo alcancar uma combinacdo adequada
de propriedades fisicas para o tecido substituido com uma resposta toxica minima ao
hospedeiro (TARIVERDIAN; SEFAT; MOZAFARI; 2019). Vale ressaltar que nenhum
material é totalmente “inerte” uma vez que todo material provoca algum tipo de
resposta no organismo (HENCH; WILSON, 1993). Apesar disso, os materiais dessa
geracdo sdo menos suscetiveis a causar uma reacao biologica adversa devido a sua
estabilidade quimica se comparado a outros. Apesar de ndo induzirem reacao local
do sistema imunoldgico, tendem a ser envolvidos por uma capsula fibrosa que acaba
por isola-los do meio biolégico (MISHIMA et al., 2012). Pode-se exemplificar como
materiais bioinertes: alumina (Al203), zirconia (ZrO2) e didxido de titanio (TiO2)
(WILLIAMS, 2009).

A segunda geracdo possibilitou uma nova perspectiva na utilizacdo dos
materiais. Nesta fase, a énfase ndo foi unicamente em se obter materiais bioinertes,
mas sim produzir componentes bioreativos que possam provocar reagdes controladas
no ambiente fisiolégico. As trocas ibnicas e reacdes proporcionadas por biovidros
implantados forneceram ambientes propicios a colonizacdo de osteoblastos. Em
seguida, ha proliferacdo e diferenciagdo celular para formacdo de um novo tecido
0sseo, atraves da ligagdo quimica, mecanicamente forte (HENCH; POLAK, 2002).

Em meados da década de 1980, vidros bioativos, ceramicas e materiais
compodsitos que induzem uma resposta especifica na interface implante-tecido,
permitindo ligacdo quimica entre o material e o tecido vivo, haviam alcancado a

aplicacao clinica em diversos procedimentos ortopédicos e odontolégicos. Dentre
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essa serie de materiais denominados bioativos, as ceramicas de hidroxiapatita
sintética comecaram a ser usadas rotineiramente como implantes porosos e em
proteses metalicas, no intuito de conter a formagéo da camada fibrosa e, com isso,
fornecer fixacao bioativa. A presenca de arcaboucos porosos de HA moderadamente
soluveis levou a uma resposta tecidual (denominada osteoconducédo) na qual 0 0sso
cresce ao longo do arcabouco e forma uma interface mecanicamente forte (HENCH;
POLAK, 2002).

Na década de 1990, compostos bioativos, como particulas de HA em uma
matriz de polietileno, tornaram-se importantes no reparo e substituicdo Ossea
(LEGEROS, 1993). Outro relevante avanco sucedido durante a segunda geracéao foi
o desenvolvimento de biomateriais que exibem reabsorcdo e decomposi¢cao quimica
clinicamente relevantes, denominados reabsorviveis. Deste modo, a chance de
transtornos na interface 6rgao-implante € minimizada uma vez que o material estranho
€ substituido por tecidos em reparacéo e, finalmente, ndo ha diferenca discernivel
entre o local do implante e o tecido hospedeiro (HENCH; POLAK, 2002).

A considerada terceira geracao de biomateriais possui o intuito de estimular
ativamente respostas celulares especificas a nivel molecular, em uma convergéncia
dos conceitos de reabsorcéo e bioatividade (HENCH e POLAK, 2002). Neste contexto,
surgem os bioreabsorviveis, materiais que séo totalmente degradados ou fagocitados
ao estabelecer contato com os tecidos por determinado tempo. Tal grupo propicia um
processo dindmico de formacao e reabsorcdo 6ssea. Modificacdes intramoleculares
de polimeros que direcionem a proliferacdo, diferenciacédo e organizacao das matrizes
extracelulares, arcaboucos micro e nanoporosos que estimulam a regeneracao de
tecidos vivos, sdo exemplos de tépicos abordados nesse periodo (HENCH; POLAK,
2002).

2.4 AS APATITAS

A palavra “apatita” incorpora outra heranga do mundo grego e possui como
significado decepcdo (ROYCROFT; CUYPERS, 2015). As apatitas possuem a
seguinte composi¢cdo MioYsJ2 ,sendo M um cation metalico divalente (por exemplo

Mg?* e Ca?* entre outros) e Y um anion trivalente (como PO4%, BO4%, VO4*, entre
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outros). Os anions monovalentes (simbolizados com J) sdo aqueles responsaveis por
diferenciar as apatitas mais comuns. Alguns exemplos desses sdo: F-, OH e CI-

Dentre o vasto numero de apatitas que podem ser produzidas, os fosfatos de
calcio sdo de grande interesse por representarem o0 mais importante constituinte
inorganico dos tecidos duros dos vertebrados. Os fosfatos de calcio estdo presentes
nos 0ssos, dentes, chifres e tenddes de mamiferos para conferir a esses organismos
estabilidade, funcionalidade e dureza. Possuindo como céation metalico divalente o
célcio (Ca?*) e como anions trivalentes o fosfato (PO4%) sua diferenciacéo ocorre pela
variacdo dos anions monovalentes. Os principais fosfatos de célcio sao a fluoroapatita
(ion fluoreto), de férmula quimica Caio(POas)sF2; a cloroapatita (ion cloreto),
Ca1o(P0O4)6Cl2; e a HA (ion hidroxila), Ca10(PO4)sOHo2.

Em geral, as apatitas obtidas por sintese aquosa consistem inicialmente de
uma camada estrutural hidratada contendo espécies idnicas facilmente substituidas,
com baixa cristalinidade e estequiometria ndo totalmente definida (KALITA; BHATT,
2007). As apatitas possuem Varios sitios cristalogréaficos distintos, possibilitando desta
forma, a ocorréncia de trocas atdmicas e substituicdes de elementos com diferentes
cargas ibnicas (INAGAKI E KAMEYAMA, 2007). Apesar de considerada o provavel
produto final dos fosfatos de calcio, a variagdo da razao existente entre calcio e fésforo
(Ca/P) torna viavel o aparecimento de novos minerais. Desta forma, novas fases
deficientes em célcio surgirdo. A TAB. 2.1 abaixo expde alguns dos principais fosfatos
de calcio de interesse para a area biomédica.
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TAB. 2.1. Principais fosfatos de calcio com aplicacdo biomédica.

Razao Estabilidade
Molar Nomenclatura e abreviagéo Formula quimica em pH em
Ca/P solucéo a 25°C
1,0 Bruxita (DCPD) CaHPO04.2H20 2,0-6,0
1,0 Monetita (DCPA) CaHPO4 *
1,33 Fosfato Octacélcico Cag(HPO4)2(PO4)4.5H20 55-7,0
1,5 Fosfato Tricélcico (B-TCP) B- Cas(POa)2 *
1,5 Fosfato Tricalcico (a-TCP) a- Cas(POa4)2 *
1,2-2,2 Fosfato de céalcio Amorfo(ACP) CaxHy(POa4)z.nH20 50-12
1,67 Hidroxiapatita (HA) Cai10(PO4)sOH2 9,5-12
1,67 Fluorapatita (FHA) Cai10(POa4)sF2 7,0-12

* Estavel apos tratamento térmico acima de 80°C.
** Nao podem ser obtidos por métodos em solugédo aquosa.

Uma complexidade encontrada na sintese dos fosfatos de calcio reside na
obtencdo de um produto final estequiométrico que nao possua residuos de segunda
fase. Os parametros mais importantes a serem controlados nessas sinteses séo o pH,
a temperatura de reacdo, o tempo de envelhecimento e a estequiometria dos
precursores, pois qualquer variacao de composicao leva a formacao de outros fosfatos
de calcio (VERCIK, et al., 2003). A estabilidade das ceramicas ap0s incorporada em
determinado meio biolégico é outro fator que merce destaque. A presenca de fluidos
(principalmente os de carater acido) e a temperatura do sitio sdo dois fatores que
podem favorecer a decomposicdo de determinado fosfato de célcio e propiciar a

formacéao de outro.

2.5 HIDROXIAPATITA

Sendo um dos biomateriais mais investigados na reparacéo de tecido 6sseo,
a hidroxiapatita € produzida naturalmente pelo organismo humano, mas também pode
ser sintetizada, possibilitando dessa forma, ampla aplicacdo nas areas médicas,
odontologicas e de bioengenharia tecidual. Além do vasto campo biomédico de

aplicacao, estudos que utilizam tal material com outras finalidades, como para células
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de combustivel (WEI, 2012), produtos de higiene (OBERBEK et al., 2018), entre
outros, sao recorrentes.

Um dos primeiros trabalhos a descrever aplicagcbes biomédicas da HA foi
produzido por Levitt et al. (1969), desde entdo, uma série de pesquisas Sao
desenvolvidas no intuito de aprimorar os conhecimentos previamente adquiridos.

O ponto primordial que permite a hidroxiapatita se sobressair dos demais
fosfatos de célcio e grande parte dos biomateriais, esta no conjunto de fatos da mesma
possuir uma alta biocompatibilidade, bioatividade e aceitar um grande numero de

substituintes anibénicos e catidnicos (OBERBEK et al., 2018).

2.5.1 Estrutura da hidroxiapatita

Considerada a principal representante do grupo dos fosfatos de célcio, a HA
apresenta férmula estequiométrica: Caio(POa4)s(OH)2. Apesar da razdo Ca/P igual a
1,67, é possivel observar composi¢cdes também estaveis mas em outras proporcoes,
principalmente na HA sintetizada no tecido conjuntivo 6sseo, que estabelece
constante interagdo com fluidos de pHs variados produzidos pelo organismo
(BROWN, CONSTANTZ, 2017). Ainda assim, a HA é considerada uma das fases mais
estaveis em meio fisiolégico (SZCZES; HOLYSZ: CHIBOWSKI, 2017).

A célula unitaria da HA se cristaliza na forma monoclinica no grupo espacial
P21/b, porém, em temperaturas superiores a 250°C, ocorre uma transi¢ao polimorfica
para forma hexagonal (FIG. 2.5), com grupamento espacial P63/m que é caracterizado
pela simetria perpendicular a trés eixos equivalentes que formam um angulo de 120°
(AOKI, 1991) (FIG. 2.6). A mudanca de sistema cristalino citada anteriormente se deve
principalmente ao deslocamento dos ions OH- que promovem distor¢cdes na rede,
tornando-se necessario a readequacdo da mesma. Desta forma, as dimensdes da
nova célula unitaria, sendo esta a mais encontrada, sdoa=b = 9,418 Aec= 6,881

A sendo que cada uma contém 10Ca?* ,6(P0Oa)* e 2 grupos OH-.
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FIG. 2.5 Estrutura da Hidroxiapatita. (ChemTube 3D).

Os dez ions calcios estéo dispostos em sitios ndo equivalentes, sendo quatro
no sitio 1 (Ca-l) e seis no sitio 2 (Ca-Il). Os ions Ca-l estdo dispostos em colunas e 0s
ions Ca-Il organizam-se formando dois triangulos equilateros perpendiculares ao eixo
c. O paralelismo proporcionado pela disposi¢cdo dos ions Ca-l € um dos principais
fatores que propiciam as possiveis substituicdes catibnicas da HA. Os ions P5*
encontram-se no centro dos tetraedros cujos vértices sao ocupados por 4 atomos de

oxigénio.

FIG. 2.6 Modelo representativo da estrutura da hidroxiapatita (DE MELO COSTA, et al.,
2009) (adaptado).
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A existéncia de dois sitios eleva a possibilidade de substituicbes catidnicas,
tornando a gama de produtos finais obtidos mais vasta (KHALID; CHAUDHRY, 2019).

2.5.2 Sintese de ha

A similaridade da hidroxiapatita produzida em laboratério com aquela
encontrada no tecido 6sseo contribui para o desenvolvimento de métodos para sintese
do biomaterial para aplicacédo biomédica (SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017).

Durante as dUltimas décadas diversos métodos, cada qual com sua
peculiaridade e conhecimento quimico especifico, foram analisados para
preparacdo de HA. Em cada um desses processos, pode-se variar determinadas
condi¢cBes resultando desta forma, em uma gama de sub métodos. Com tamanha
variedade, a selecdo de uma rota de sintese especifica ira impactar diretamente nas
caracteristicas finais do biomaterial obtido (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

Segundo Sadat-Shojai et al. (2013), pode-se classificar os métodos de
preparacao em quatro grupos que, por sua vez, se subdividem em demais (TAB. 2.2).

O primeiro deles € a via seca que se subdivide em dois subgrupos. Neste
processo nao se faz necessario o uso de solvente. As caracteristicas do p6 de HA
sintetizado por tal via ndo sao fortemente afetadas pelos parametros de producéo,
desta forma, esta metodologia é frequentemente utilizada para producdo em massa
(SADAT-SHOJAI et al., 2013). A principal peculiaridade de tal processo esta no
aumento do tamanho de grdo. Diferente da via seca, 0 segundo grupo, denominado
via Umida (composta por seis subgrupos), permite maior precisdo da morfologia e do
tamanho de gréo obtido, uma vez que os parametros da reacdo sao mais facilmente
controlados (ZHAN et al., 2005). Apesar de ser o procedimento mais utilizado, a
sintese por via umida é comumente realizada a baixas temperaturas (se comparado
ao processo descrito anteriormente) podendo resultar na aparicao de fases de fosfatos
de calcio com diferentes indices de cristalinidade. Outro fator somado as
desvantagens de tal rota, esta na possibilidade de incorporagéo de ions provenientes

da solugéao aquosa, gerando impurezas no produto final.
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TAB. 2.2 Comparacao de diferentes métodos de obtencao de HA (SADAT-SHOJAI et al., 2013)
Método

Aspecto do processo ‘ Caracteristicas do produto obtido

Ne de
agentes Grau de Pureza da o
g, . usto o Razdo Ca/P
guimicos cristalinidade fase
utilizados
. . . . eralmente .
Via seca Fase sdlido Poucos baixo muito alto & baixo variavel
. . . . eralmente nao
Mecanoquimico Poucos baixo muito alto baixo & e
estequiomeétrico
. Precipitacdo . eralmente ., eralmente nao
Via Umida ,p.c baixo g , variavel g L
quimica Poucos baixo estequiometrico
o eralmente . eralmente T
Hidrdlise Poucos & variavel & estequiométrico
alto alto
Sol-gel Variavel variavel variavel variavel  estequiométrico
. _ ., eralmente . eralmente N
Hidrotérmico  Variavel g muito alto g estequiométrico
alto alto
~ .. eralmente . nao
Emulsao Varios alto g . variavel .
baixo estequiométrico
. geralmente . geralmente .
Sonoquimica Poucos . variavel variavel
baixo alto
Alta N geralmente . geralmente .
Combustao Poucos . variavel variavel
temperatura baixo alto
o . geralmente . . geralmente
Pirdlise Variavel . muito alto variavel e
baixo estequimétrico
Recursos geralmente . geralmente .
. Poucos . variavel variavel
biolégicos baixo alto

O terceiro grupo, que possui como principal caracteristica promover a

retirada parcial ou completa dos precursores através da queima, compreende 0s

processos realizados a alta temperatura. Dentro deste, tem-se a combustdo e a

pirdlise, processos capazes de formar HA nanométricas, de elevada cristalinidade e
alta pureza (CHO; KANG, 2008).

Como quarta forma de obtencdo da HA, tem-se a sintese via recursos

bioldgicos que proporciona um biomaterial que tende a ser mais bem aceito quando

submetido a testes in vivo devido a similaridade da HA produzida no organismo

humano. (SOBCZAK, 2009). Com intuito de aprimorar as propriedades do produto

final, dois ou mais métodos distintos podem ser combinados criando uma nova
estratégia de sintese (WANG; SHAW, 2009).
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2.5.3 Substituicdes na ha

A hidroxiapatita presente no tecido ésseo humano se apresenta, de forma
majoritaria, em propor¢cdo ndo estequiométrica possuindo desta forma, diversas
substituices idnicas (COs%, Na*, Mg?*, Fe?*, F, Zn?* e silicatos) (LEGEROS, 1993).
Nas ultimas décadas, uma série de pesquisas evidenciam que as substitui¢cdes ibnicas
na HA sintética contribuem na formacdo de um biomaterial mais similar aquela
encontrado no organismo. Tal alteracédo pode acarretar variagdes nos parametros de
rede, na estrutura cristalina, morfologia, solubilidade e estabilidade térmica se
comparada a HA nao substituida (RATNAYAKE et al., 2017). Alguns dos principais
ions substituintes na estrutura da hidroxiapatita serdo mencionados nos subcaptulos
abaixo juntamente com as consequentes caracteristicas descendentes de sua

incorporacao.

2.5.3.1 Substituicdes catidnicas na HA

Substituicbes catidnicas ocorrem quando ions calcio presentes nos sitios da
HA séo parcialmente substituidos por cations geralmente mono ou bivalentes. Alguns
fons usualmente empregados nesse tipo de substituicdo sdo: manganés (Mn?*,), sodio
(Na*,), prata (Ag?*,), magnésio (Mg?*), zinco (Zn?*), ferro (Fe?*), cobalto (Co?*) e
estroncio (Sr?*), cada qual contribuindo de determinada maneira especifica. O
manganés auxilia no crescimento, desenvolvimento e remodelagem do tecido 6sseo
e, quando parcialmente substituido nos sitios catibnicos da HA, além de estimular a
osteogénese (PABBRUWE et al., 2004), proporciona maior interacao entre a matriz
celular e as células de adesdo (MEDVECKY, et al., 2006).

Com a presenca de 0,5% a 1% em massa na apatita biolégica, o sédio possui
um papel fundamental na adsorcdo celular, mineralizagcdo e reabsorcdo Ossea
(MATSUNAGA; MURATA, 2009). Pesquisas in vivo e in vitro diagnosticaram
resultados positivos de biocompatibilidade com a substituicdo, no minimo parcial, dos
ions calcio presentes na estrutura da HA por ions sédio (SANG et al., 2014).

Por sua eficiéncia na inibi¢cao de bactéria, virus e fungos (EWALD et al., 2011)

a prata € cada vez mais visada para aplicacbes biomédicas. Desta forma, as
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substituicGes de ions prata nos sitios que contém ions calcio na estrutura da HA
previnem a proliferacéo de tais organismos, restringindo uma possivel toxidade celular
(CHEN et al., 2010).

Estimulando a producdo de osteoblastos nos primeiros estagios da
osteogénese, o magnésio compde 0,72% (em massa) do osso (REN et al., 2010). Pelo
fato do magnésio possuir menor raio atbmico, se comparado ao calcio, resultando em
severas alteracbes na rede, a substituicdo de ions magnésio nos sitios que
previamente continham ions calcio na estrutura da HA é conhecido por inibir a
cristalizacdo da bioceramica (BIGI et al., 1992). Apesar desta caracteristica, a
caréncia do mesmo promove uma diminuicdo da atividade dos osteoblastos,
ocasionando imperfei¢cdes e fragilidade 6ssea.

Intitulado como segundo elemento mais abundante no tecido 6sseo, além de
inibir a osteoporose, o0 zinco contribui na formacdo e na supressao da reabsorcao
o0ssea (SAMANTA; CHANDA; NANDI, 2019). Resultados positivos evidenciam a
capacidade antibacteriana e antiiflamatodria decorrente da substituicdo parcial de ions
zinco nos sitios dos ions calcio presentes na estrutura da HA (STANIC et al., 2010).
Outro fator a ser ressaltado esta no aumento da atividade celular dos osteoblastos e
osteoclastos quando Zn-HA é submetida a teste in vitro (SHEPHERD; SHEPHERD;
BEST, 2012).

Encontrado majoritariamente no sistema renal e sanguineo, o ferro esta
disposto em menores quantidades nos tecidos duros. Substituicbes parciais de ions
ferro nos sitios catidnicos, anteriormente contendo ions célcio, na estrutura da HA
conferem propriedades magnéticas ao biomaterial. Desta forma, uma série de
aplicacbes tornam-se possiveis no campo biomédico tais como: obter imagem de
ressonancia magnética, transporte de farmacos, separac¢do celular e tratamento
hipertermais em tumores 0sseos (GUPTA, 2005). Em contrapartida, pesquisas
referentes a toxicidade de tal material ainda s&o necessarias no propésito de eliminar
qualquer incerteza sobre a seguranca do mesmo em aplicacbes terapéuticas
(RATNAYAKE et al., 2017).

Sendo um dos componentes da vitamina B12 (necesséario na producao de
hemoglobina e sintese de DNA), os ions cobalto podem ser substituidos nos dois
diferentes sitios de calcio que a hidroxiapatita contém. Quando substitui, ainda que
parcialmente, os ions calcio presentes na estrutura da HA em concentracbes

superiores a 3,7% em peso de Co?*, promove severas distorcdes na rede da HA
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(TANK et al., 2013). Assim como o ferro, pesquisas mais conclusivas devem ser
desenvolvidas no intuito de validar a ndo toxidade do material quando incorporado.

O estréncio é um componente mineral que desempenha funcéo fundamental
na mineralizacdo Ossea (BIGI et al.,, 2007). Induzir a producdo e ativacdo de
osteoblastos e estimular sintese de colageno presente no osso sdo duas das
vantagens da substituicdo parcial de ions estroncio no sitio dos ions calcio presentes
na estrutura da hidroxiapatita. Em contrapartida, a producdo e ativacdo de
osteoclastos € inibida (RAVI; BALU; KUMAR, 2012). Apesar de pesquisas
comprovarem que a incorporacdo de ions de estréncio, a partir de determinada
guantidade, contribuem na reducdo da cristalinidade e promove variacdes dos
parametros de rede (BIGI et al., 2007), novas analises revelam que concentracdes
inferiores a 1,5% em peso nao afetam a cristalinidade da HA obtida (CURRAN et al.,
2011).

2.5.3.1.1 Substituicdo cationica de Li na estrutura da HA

O emprego do litio na manutencéo da saude humana n&o é apenas um alvo
de estudo atual. Koutsoukos e Nancollas (1985) relataram a tentativa de utilizacao do
litio no tratamento de artrite aguda em 1841. No final dos anos 40, cloreto de sddio foi
substituido por cloreto de litio na dieta de pacientes com hipertensédo. Apesar da
tentativa, a utilizacédo indiscriminada do produto propiciou ocorréncias de intoxicacao
(BROWN, 1973). No inicio dos anos 60 experimentos evidenciaram o potencial uso
de ions de litio como agente cariostatico (MALTHUS; LUDWIG; HEALY, 1965).

Bradan et al. (2017) apos realizarem um estudo de substituices parciais de
litio nos sitios catidnicos da HA, concluiram que para determinadas proporc¢dées, tal
modificacdo pode conferir maior cristalinidade ao material apesar do surgimento de
novas fases deficientes em calcio. Em termos de bioatividade, Wang et al. (2016)
constaram que substituicdes parciais dos ions calcio por ions litio na estrutura da
hidroxiapatita potencializam a agdo dos osteoblastos, promovem um decréscimo de
porosidade e incrementam o limite de resisténcia do material. Em contrapartida,
ensaios in vitro evidenciaram uma maior taxa de degradacdo do biomaterial se

comparada a HA pura.
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2.5.3.2 Substituicdes anionicas na HA

As substituicdes anidnicas na HA se subdividem nos grupos dos sitios A e B.
As do tipo A sédo aquelas em que o ion hidroxila é substituido, geralmente por um
halogenato. As substituicdes do tipo B ocorrem quando grupos funcionais de fosfato
séo substituidos, na maioria dos casos, por grupos funcionais de silicato ou carbonato
(RATNAYAKE et al., 2017).

O carbonato desempenha um papel vital no metabolismo 6sseo, desta forma,
substituicdes parciais de ions carbonato no lugar dos ions fosfato presentes na
estrutura da HA, sdo de grande interesse quando considerado como um material
biorreabsorvivel para aplicacdes de enxerto 6sseo (RATNAYAKE et al., 2017). Apesar
das substituicées do tipo B serem encontradas com maior frequéncia nas espécies
vivas (LANDI et al., 2003), ions carbonato também podem ocupar os sitios A.
As substituicdes do tipo A e B podem ocorrer simultaneamente, embora exija uma
reacao de precipitacdo complexa, que envolve a substituicdo de ions amonio ou sédio.
Quando realizadas, o biomaterial obtido possui um incremento de sua solubilidade
tanto in vitro quanto in vivo e uma maior osteoconducdo se comparada a HA
estequiométrica (HE et al., 2013)

Contribuindo na manutencdo do pH dos osteoclastos, os ions cloreto
compdem cerca de 0,13% em peso da fase mineral 6ssea. Para obtencdo da HA
substituida com tais ions, diferentes rotas de sintese podem ser utilizadas
(RATNAYAKE et al., 2017). Resultados reportaram um incremento do modulo de
Young e da dureza da composicao CI-HA se comparada a HA estequiométrica
(KANNAN et al., 2007) e, em termos de bioatividade, notou-se uma maior solubilidade
e osteoconducao (KANNAN; ROCHA; FERREIRA, 2006).

Utilizado em tratamentos de prevencdo da osteoporose, o fluor fornece
estimulos a atividade osteoblastica respeitando a diferenciacao e proliferacao celular
(CHAVASSIEUX et al., 1993). Substituicdes parciais de ions fluoreto no lugar das
hidroxilas presentes na estrutura da HA conduzem a um incremento das propriedades
mecanicas (tenacidade a fratura, dureza e modulo de elasticidade), do tamanho dos
cristais e um aumento da cristalinidade; por outro lado, nota-se a diminuicdo da
solubilidade do biomaterial (BIANCO et al., 2010). Resultados apontam uma maior

bioatividade de hidroxiapatitas que possuem suas hidroxilas substituidas totalmente
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ou parcialmente por ions fluoreto, se comparada a HA estequiométrica (RATNAYAKE
et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESCRICAO GERAL

No presente trabalho foram produzidas amostras em forma de p6 de HA e HA
com adicéao de fluoreto de litio (LiF). As amostras obtidas foram sinterizadas a 1100°C
e mantidas a tal temperatura durante uma hora. Uma parte do material obtido foi
mantido em forma de pd e caracterizada via analise de espectrometria no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e difracdo de raios X (DRX). Outra
parte do material obtido foi processado e transformado em pastilhas e, posteriormente,

observado e analisado no microscépio eletrdnico de varredura (MEV)

3.2 SINTESE DE HIDROXIAPATITA

A metodologia empregada para obtencdo da hidroxiapatita baseou-se na
precipitacdo em meio aquoso (CUOZZO et al, 2014), processo que compreende uma
sequéncia de reacfes entre precursores do fosfato de calcio. Para isso, as solucfes
de 0,5mol/L hidréxido de célcio (Merk-Darmstadt, Alemanha), 0,3mol/L &cido orto-
fosforico (ISOFAR, Brasil) e 1mol/L acido latico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foram
preparadas em constante agitacdo para a posterior sintese.

O primeiro passo consiste na preparacao da solucdo de hidréxido de calcio sob
agitacdo constante. Posteriormente, uma solucdo preparada previamente de acido
latico foi adicionada com intuito de promover e facilitar a dissociacdo dos ions calcio
Ca?*. Ap6és mantida sob agitacdo no periodo de 30 minutos, uma terceira solucdo
constituida por acido fosférico e agua € adicionada a uma baixa vaz&o (8ml/min)
formando desta forma, a solucdo precursora. Apdés manter tal solucdo 1 horas em
agitacdo, uma quarta solucdo de 1,25mol/L de hidroxido de sédio (Merk-Darmstadt,
Alemanha) € adicionada a solucdo precursora, promovendo um rapido aumento de
pH contribuindo desta forma, na formacdo de hidroxiapatita. Para garantir a
transformacao majoritaria em HA, a solucéo foi envelhecida durante 18h. Como etapa
final, o precipitado obtido é lavado e filtrado, em sistema a vacuo (Edwards,
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Neuberger,Alemanha) até que o pH se torne neutro. O fluxograma (FIG 3.1), ilustra

sucintamente as etapas do processo.

3.3 SOLUCAO DE FLUORETO DE LITIO

Para a sintese de HA com LiF, uma solucao de fluoreto de litio foi adicionada a
solucdo de acido fosforico, em diferentes fracbes pré-estabelecidas pelo autor,
durante a sintese da hidroxiapatita. A TAB. 3.1 apresenta a razdo Ca:Li para cada

amostra obtida.

TAB. 3.1 Relagdo Ca:Li presente em cada amostra.

Amostra Ca:Li
HA100 100:0
FA98 98:2

FA93 93,4:6,6
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FIG. 3.1 Fluxograma da sintese de hidroxiapatita.
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3.4 PROCESSAMENTO DO PO OBTIDO

Apos filtragem, lavagens sucessivas e re-suspensofes, os pos foram secados
em estufa e, em seguida, macerados. Uma fracdo dos pds foi reservada para
caracterizagao por difragdo de raios X (DRX) e espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), e outra parte foi submetida a um processo de
conformacao mecanica de prensagem a 47MPa (valor referéncia utilizado em outros
experimentos realizados no laboratoério), dando origem a pastilhas de 2 gramas e

20mm de diametro.

3.5 TRATAMENTO TERMICO

Concluida a etapa de sintese, as amostras foram mantidas 48 horas a uma
temperatura de 80°C. Finalizada a etapa de secagem, uma parte do p6 obtido foi
processado dando origem as pastilhas que, juntamente com o pO sobressalente,
foram sinterizados a 1100°C e mantidas em tal patamar durante 1 hora.

3.6 RECOBRIMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram recobertas no CBPF por deposi¢cdo de ouro (Emitech,
K550X) sob corrente de 50 mA durante 200 segundos, gerando uma espessura média

de 40nm de ouro.

3.7 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

3.7.1 Difragcao de raios X

A identificac@o das fases presentes nas amostras foi realizada no Laboratério

de Difracéo de raios X da Universidade Federal Fluminense (UFF) em um difratbmetro
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modelo D8 Advance fabricado pela empresa Bruker-AXS operando com fonte de
cobalto CoKa (A=1,78897 A), corrente de 40 mA e 40 kV. A varredura foi realizada no

intervalo de 5°<26<80°, a um passo de coleta de 0,02°.

3.7.2 Refinamentos pelo método de Rietveld

O objetivo principal do Método de Rietveld € o refinamento das estruturas
cristalinas com os dados da difracdo de pd por meio de modelos teéricos usando o
método dos minimos quadrados. O padréo calculado € obtido pela introducdo dos
dados cristalograficos e ajustado ao padrdo observado no difratograma, fornecendo
0S parametros estruturais da amostra e parametros do perfil da difracdo. A analise
quantitativa de fases foi realizada utilizando o programa HighScore Plus. Obtiveram-
se as percentagens de fases cristalinas das pastilhas de hidroxiapatita pura e

daqueles que sofreram adicéo de fluoreto de litio durante a sintese.

3.7.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FTIR)

A identificagdo dos grupos funcionais por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) foi realizado no laboratério de quimica da UFF. O
espectrometro utilizado é da marca NICOLET, modelo iS50 FT-IR. Os espectros foram
obtidos na faixa de nimero de ondas entre 4000 e 525 cm, em resolugdo de 4 cm*
e 64 varreduras.

3.7.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram analisadas sec¢Oes transversais das amostras, fraturadas
mecanicamente por modo quase-estatico. A analise da morfologia das pastilhas
sinterizadas foi realizada em um microscopio eletrénico de varredura com fonte de
emissdo de campo (Field Emission Gun, MEV-FEG, da marca FEI e modelo: QUANTA
FEG 250) no Instituto Militar de Engenharia — IME, a uma voltagem de 15kV.
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3.7.5 Espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS)

A andlise qualitativa e semi-quantitativa da composi¢ado quimica das amostras
foi realizada em um microscopio eletronico de varredura (Fonte de emissdo
termoibnica, marca Zeiss e modelo: EVO40) no Centro de Pesquisas de Energia
Elétrica (CEPEL).

3.7.6 Calculo da porosidade aparente

A porosidade aparente das amostras foi calculada a luz da norma ABNT
16661:2017. Para tal, foram utilizadas trés amostras de cada uma das composicdes
(HA100, FA98 e FA93). Apds aferir a massa seca, massa imersa, massa saturada e
a massa especifica do liquido (agua), foi possivel estipular o volume aparente (volume
do material sélido adicionado ao volume dos poros abertos e fechados) através da
Equacédo 3.1. A massa seca é mensurada apos manter as amostras durante a 110°C
por trés horas, enquanto a massa imersa € estipulada com as amostras submergidas

em agua e a massa saturada € aferida com a amostra impregnada com o liquido.

v, =2 (em3) EQ.3.1

a meliquido

Onde m, € a massa saturada (g), m; € a massa imersa (g) e m.liquido € a
massa especifica do liquido (g/cms).

Com o volume aparente calculado, foi possivel estabelecer a porosidade
aparente (quociente do volume dos poros abertos do corpo de prova pelo volume

aparente) de cada amostra através da Equacgéo 3.2.

pa = (220 ). 100(%) EQ. 3.2

meliquido



41

Onde pa € porosidade aparente (%), m, € a massa saturada (g), ms€é a
massa seca (g), m.liquido é a massa especifica do liquido (g/cms3) e v, € 0 volume

aparente (cms).
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4 CARACTERIZACOES E ANALISES

4.1 ANALISE DE DIFRAGCAO DE RAIO X (DRX)

A FIG 4.1 apresenta os difratogramas dos poOs obtidos apos a sintese.
Observam-se picos com elevada largura a meia altura (FWHM), pouco intensos e
pouco definidos, caracteristicas esperadas uma vez que as amostras ndo haviam sido
submetidas a tratamento térmico. Tal aspecto obtido nos difratogramas indica que as
amostras possuem baixa cristalinidade e/ou sdo nanocristalinas. Em relacdo a
hidroxiapatita sem adicéo de fluoreto de litio, o padréo identificado é similar ao padréo
da fase mineral do osso humano (DOROZHKIN, 2018).

FASS - Yerde

Intensidade

FASE - Yerde

HA100 - Yerde

g8 11 14 17 20 23 26 29 32 3% 38 41 44 47 90 83 86 93 82 69 B3 V1 V4 77 B0
28

FIG. 4.1 Difratogramas das Amostras HA100, FA98 e FA93 sem tratamento térmico.

Diferente das amostras em estado verde, as amostras sinterizadas
apresentaram picos bem definidos e com baixa largura a meia altura (FWHM),
tornando possivel a indexacdo dos mesmos. Ao analisar o difratograma da amostra
HA100 (FIG. 4.2) e realizar a indexacao de seus picos, foram identificadas a presenca
de duas fases, sendo uma delas a hidroxiapatita (Ca10(PQO4)sOH2) (cbédigo de

referéncia da ficha: 96-901-1095) e a segunda 6xido de célcio (CaO) (codigo de
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referéncia da ficha: 96-900-8606). Vale ressaltar que o difratograma néo identificou
demais fases, como R-TCP, que poderiam estar associadas a decomposicdo da
hidroxiapatita.

10000 H HA 100 - sinterizada "

= Hidroxiapatita
& Cal

2000

Counts
0

10 20 a0 40 o0 60 70
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FIG. 4.2 Difratograma da amostra HA100 ap0s sinterizagao.

Uma série de picos existentes no difratograma que corresponde a fluorapatita
apresentam pequenos deslocamentos em relacdo aos picos que identificam a
hidroxiapatita (FIG 4.3). Desta forma, ha indicios de que houve no minimo uma
substituicdo parcial dos ions hidroxila (OH™) por ions fluoreto (F7) na estrutura da
hidroxiapatita, possibilitando o surgimento da fluorapatita.
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Figura 4.3 Sobreposicdo dos difratogramas das amostras HA100, FA98 e FA93 apos
sinterizacao.

Nos difratogramas das amostras FA98 (FIG 4.4) e FA93 (FIG 4.5) sinterizadas,
foi possivel identificar a formacdo de duas fases, sendo uma delas fluorapatita
(Ca10(POa)sF2) (codigo de referéncia da ficha: 96-900-1880) e a segunda 6xido de
calcio (CaO) (cédigo de referéncia da ficha: 96-900-6696). A identificacdo da
fluorapatita indica a substituicdo dos ions fluoreto (F7), provenientes da adicdo de
fluoreto de litio (LiF) na solucdo precursora, nos sitios dos ions hidroxila (OH")

existentes na hidroxiapatita.
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FIG. 4.4 Difratograma da amostra FA98 apoés sinterizagao.
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FIG. 4.5 Difratograma da amostra FA93 ap0s sinterizacao.

A TAB. 4.1 exibe as porcentagens de fases presente em cada uma das
amostras estipuladas através do refinamento pelo método de Rietveld. A TAB. 4.2

exp0e os parametros de rede encontrados bem como o fator Rwp.
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TAB. 4.1 Resultado quantitativo das fases.

Amostra Hidroxiapatita (%) Fluorapatita (%) Oxido de Célcio
(%)
HA100 98,7 0 1,3
FA98 0 99,2 0,8
FA93 0 99,4 0,6

TAB. 4.2 Parametros de rede e Rwp.

Amostra a(R) b(A) c(R) RWP
HA100 9,4210 9,4210 18,84138 8,0475
FA98 9,3794 9,3794 6,88801 8,2389
FA93 9,3809 9,3809 6,88851 8,8024

4.2 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As andlises por FTIR das amostras submetidas a tratamento térmico foram
executadas (FIG 4.6) e, além de fornecerem novos resultados, também corroboraram
agueles obtidos via analise DRX. Enquanto o espectro FTIR da amostra HA100
apresentou bandas de alta intensidade caracteristicas da hidroxiapatita, remetendo
aos grupos funcionais hidroxila (OH") e fosfato (POa4)* na regido de impresséo digital
molecular, os espectros FTIR das amostras FA98 e FA93 apresentaram em sua regiao
caracteristica, bandas correspondentes aos grupamentos quimicos fosfato (POa)*,
carbonato (CO3)?" e ligacdes entre os ions fluoreto (F) e ligacdes e ligacdes e entre

os ions hidroxila (OH").
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FIG. 4.6 Espectros FTIR das amostras apés tratamento térmico.

Na regido entre 1100 e 4000 cm~! duas bandas se sobressaem. A primeira
delas situada na regido entre 3550 e 3650 cm~!, constitui uma banda de baixa
intensidade e representa o modo vibracional do grupo funcional hidroxila (OH")
(MONTAZERI et al., 2010). Enquanto na amostra HA100 a banda esta em
aproximadamente 3570 cm~! correspondendo ao modo vibracional simétrico vl da
ligacdo entre hidrogénio (H) e oxigénio do grupamento funcional hidroxila (OH")
(ROJAEE; FATHI; RAEISSI, 2013), nas amostras FA98 e FA93 a banda pode ser
visualizada em 3650 cm-!, caracteristica de hidroxilas livres (SMITH, 2011). Esse
resultado pode estar associado a substituicdo parcial de ions fluoreto (F7), uma vez
gue essa substituicdo gera o rompimento de algumas ligacdes entre hidroxilas.

A segunda banda fora da regido de impressao digital molecular a ser analisada,
esta situada em 1450 cm~! e corresponde ao modo vibracional v3 do ion carbonato
(C0O3)> (SHARIFNABI et al., 2015). Na amostra HA100 foi constatado uma banda de
baixissima intensidade, diferente das amostras FA98 e FA93 que apresentam uma
banda, apesar de fraca, um pouco mais intensa, evidenciando desta forma, que a
adicao de fluoreto de litio propiciou uma menor decomposi¢cdo dos ions carbonato
(C0O3)?> . Uma possivel explicacdo para tal fato, consiste na substituicdo dos ions

calcio (Ca?*) por ions litio (Li'*) na estrutura da fluorapatita, resultando em um excesso
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de ions negativos. Como forma de corrigir o balanceamento de cargas, ions carbonato
(C0O3)? ocuparam sitios dos ions fosfato (PO4)3 (SUCHANEK et al., 2004).

Dando sequéncia as andlises, foram abordadas as bandas que se encontram
dentro da regido de impresséo digital. Das cincos bandas correspondentes ao fosfato
(PO4)*, a primeira delas esta localizada entre 1083 e 1092 cm! e a segunda entre
1015 e 1023 cm~1, ambas representam o modo de estiramento assimétrico v3 do ion
fosfato (POa4)*. A terceira banda esta situada entre 958 e 961 cm! e representa o
modo simétrico de vibracéo v1 dos fosfatos (PO4)% . A quarta esta localizada em 598
cm-1 e a quinta entre 560 e 564 cm-1, sendo ambas correspondentes ao modo de
vibracdo assimétrico v4 dos fosfatos (PO4)* (SLOSARCZYK et al., 2005). Ao observar
em cada espectro os cinco ultimos intervalos citadas, € possivel inferir que a amostra
HA100 possui bandas mais intensas se comparada as amostras FA98 e FA93.

Na regido do espectro entre 853 e 873 cm! foi identificada uma banda
correspondente ao modo de vibracédo v3 do carbonato (CO3)?". Vale ressaltar que tal
banda apresenta uma infima intensidade na amostra HA100, diferente da banda
equivalente as duas demais amostras que, apesar de ainda pequenas, possuem maior
intensidade. Tal constatacdo evidencia que, de fato, uma parte dos ions carbonato
(C0O3)?" foi incorporada a estrutura da fluorapatita. Somando tal concluséo ao fato da
diminuicdo da intensidade das bandas correspondentes aos ions fosfato (PO4)* ja
mencionados anteriormente, tem-se a indicacdo de uma substituicdo parcial de ions
carbonato (CO3)?™ nos sitios dos ions fosfato (PO4)% (SHARIFNABI et al., 2015).

A banda correspondente ao modo vibracional v2 da hidroxila (OH") esta
associada as grandes cadeias de hidroxilas presentes na hidroxiapatita (SHARIFNABI
et al., 2015), sendo essa identificada apenas no espectro da amostra HA100,
indicando que de fato, a cadeia de hidroxilas foi quebrada nas amostras FA98 e FA93.
Com intuito de somar a tal evidéncia e corroborar as analises feitas no DRX, foi
observado nas amostras FA98 e FA93 uma banda em 740 cm~! correspondente ao
modo vibracional da ligacéo entre o ion fluoreto (F~) e a hidroxila (OH~) (SHARIFNABI
et al., 2015). Essa observacao indica substituicdo de ions fluoreto (F7), no minimo
parcialmente, nos sitios dos ions hidroxila (OH™) presentes na hidroxiapatita,

possibilitando o surgimento de uma nova fase, a fluorapatita.
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4.3 ANALISE DAS IMAGENS OBTIDAS NO MEV

As analises em MEV das amostras indicou a diferentes morfologias entre as
trés amostras. A amostra HA100 (FIG. 4.7) apresentou graos equiaxiais, contornos
bem definidos e, se comparada as demais amostras, a HA100 apresentou menores
gréos que, ao serem observados concordam com os trabalhos de Ipekoglu e Altintas
(2010), que trataram termicamente amostras de hidroxiapatita, a 1100°C, e obtiveram
um po micrométrico com as mesmas caracteristicas morfologicas. A analise por EDS

indicou a presenca dos elementos O, Ca,P, C e Au (elemento do recobrimento).

(c) 0 S 10 15 keV

FIG. 4.7 Morfologia amostra HA100 com aumento de 10000x (a), 50000x (b) e EDS.
().

Diferente da amostra HA100, a amostra FA98 apresentou crescimento uniaxial,
indicando que a adi¢do de fluoreto de litio provocou alteragces morfolégicas. Além



50

disso, foi identificado um maior tamanho de grdo como pode ser observado na FIG.
4.8. A anadlise por EDS indicou a presenca dos elementos O, Ca, P, C, F e Au

(elemento do recobrimento). N&ao foi possivel, por esta analise, observar o elemento

Li por limitag&o da técnica.

FIG. 4.8 Morfologia amostra FA98 com aumento de 5000x (a), 10000x (b), 50000x (c)
e EDS (d).

A amostra com maior fracdo de fluoreto de litio (FA93) (FIG. 4.9) apresentou
contornos de grdo pouco definidos. Apesar dos gréos pouco definidas, ainda foi
possivel identificar uma direcdo preferencial de crescimento dos mesmos. A analise

por EDS indicou a presenca dos elementos O, Ca,P, C, F e Au (elemento do



51

recobrimento). Nao foi possivel, por esta analise, observar o elemento Li por limitagéo
da técnica.

Apés analisar as caracteristicas morfolégicas das particulas de cada amostra,
foi possivel identificar um possivel padrdo de variacdo que se correlaciona a fracédo

de fluoreto de litio adicionada.

FIG. 4.9 Morfologia amostra FA93 com aumento de 5000x (a), 10000x (b), 50000x (c) e
EDS (d).

4.4 ANALISE DA POROSIDADE APARENTE

A TAB. 4.3 exp0e as porcentagens de porosidade aparente obtidas em cada

amostra.
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TAB. 4.3 Porosidade aparente das amostras sinterizadas.

Amostra n° da amostra Porosidade aparente (%)

1 6,8

HA100 2 6,9
3 6,6
1 5,6

FA98 2 5,8
3 5,5
1 -

FA93 2 -
3 -

Das amostras analisadas, todas apresentaram baixos valores de porosidade.
As amostras com composicdo HA100 foram aqueles que apresentaram valores mais
elevados, chegando a aproximadamente 6,9%. Com a adicao de fluoreto de litio, as
amostras FA98 apresentaram valores menores de porosidade. As amostras FA93
encontraram-se quebradicas e ndo resistiram ao ensaio, impossibilitando mensurar a
porosidade aparente das mesmas. A substituicdo de ions litio na estrutura da HA
propicia o aumento de dureza (WANG et al.,, 2016) do material assim como a
substituicdo de ions fldor na estrutura da HA acarreta um incremento da dureza do
material e maior estabilidade da estrutura cristalina (PAJOR et al., 2019). Tal fato
indica que o percentual de adicdo utilizada para sintetizacdo da amostra FA93

produziu uma estrutura de baixa porosidade, mas ao mesmo tempo de alta fragilidade.



53

5 CONCLUSOES

5.1 CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados, o trabalho obteve uma bioceramica a base de

hidroxiapatita e, a partir da adicdo de fluoreto de litio durante a sintese, houve o

surgimento de fluorapatita com indicios de substituicdes de ions litio em sua estrutura,

pesquisa inédita no campo académico.

5.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

a)

b)

f)

g)

A rota utilizada para incorporacao de fluoreto de litio na sintese de hidroxiapatita
foi realizada com éxito e proporcionou o surgimento de fluorapatita.

As amostras foram caracterizadas por DRX, MEV, FTIR e EDS a fim de analisar
se houve substituicdo nos ions presentes na estrutura da hidroxiapatita, por ions
fldor e ions litio provenientes da adicdo de fluoreto de litio durante a sintese.
Enquanto as amostras que ndo sofreram adicéo de fluoreto de litio apresentaram
uma coloragéo branca apés sinterizadas, as amostras com adi¢cao apresentaram
uma coloracao azul.

As amostras com maior adi¢cao de fluoreto de litio apresentaram alta fragilidade.
Quando submetidas a caracterizacdo por DRX, enquanto a amostra HA100
apresentou basicamente hidroxiapatita, as amostras FA98 e FA93 apresentaram
fluorapatita como fase majoritaria.

Através do refinamento pelo método de Rietveld foi possivel detectar pequenas
porcentagens (inferior a 1%) de 6xido de calcio em todas as amostras.

Os resultados obtidos atraves da analise por FTIR indicam que para as amostras
FA98 e FA93, os ions fluor substituiram os ions hidroxila até entdo presentes na

estrutura da hidroxiapatita, corroborando os resultados obtidos via andlise de DRX.
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h) As imagens obtidas através do MEV evidenciaram um aumento do tamanho de

grao a medida que se aumentou a porcentagem de adicao de fluoreto de litio.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

b)

d)

f)

Como trabalhos futuros sugere-se realizar os seguintes testes:

Realizar testes e analises com o0 auxilio da espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios x e o microscopio eletrénico de varredura no intuito de obter
mais informacdes referentes a substituicdo dos ions litio no lugar dos ions calcio
presentes na estrutura da fluorapatita;

Repetir o estudo com outras porcentagens de adi¢éo de fluoreto de litio;

Estipular uma quantidade 6tima de fluoreto de litio que deve ser adicionada.
Efetuar a adicdo de fluoreto de litio em diferentes etapas do processo de sintese
da hidroxiapatita e avaliar seus respectivos resultados.

Analisar a relacdo existente entre a prensagem exercida na fabricacdo das
pastilhas e a porosidade aparente e, a partir dessa, esbocgar curvas de prensagem.
Teste in vitro de citotoxicidade e viabilidade celular, selecionar os melhores

resultados para realizar o teste de diferenciacéo e proliferacéo celular.
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