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RESUMO

A sintese de fosfato de calcio pode ser realizada por um processo quimico que envolve a reacdo
entre fons Ca2* e PO4%. Esses compostos tém indmeros usos, inclusive como materiais de
construcao e enxertos 0sseos para aplicagdes médicas. Existem numerosas técnicas distintas
para a precipitacdo de fosfato de calcio como: precipitacdo quimica, hidrotérmica, sol-gel
eletroforese, entre outros. Cada técnica apresenta vantagens e desvantagens em termos de custo,
eficécia e qualidade do produto acabado, sendo assim, possuindo propriedades Unicas que 0s
tornam Uteis em uma variedade de aplicacbes. O fosfato de célcio sintetizado e depositado foi
caracterizado pelas anélises de Difracdo de Raio X (DRX) e Espectroscopia no Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR), que identificou a fase bruxita. Além disso, o fosfato de
calcio foi analisado por Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo
(MEV-FEG). Ao final, o fosfato de célcio sintetizado em diferentes valores de pH apresentou
as fases B-TCP (pH 7) e HA (pH 12), sendo preservado o aspecto macro e micrométrico dos
cristais.

Palavras-chave: Materiais dentarios; hidroxiapatita; precipitacdo; padronizacao do teste.



ABSTRACT

Calcium phosphate can be synthesized by a chemical process involving the reaction between
Ca?* and PO.* ions. These compounds have numerous uses, including as building materials
and bone grafts for medical applications. There are numerous different techniques for
precipitating calcium phosphate, such as chemical precipitation, hydrothermal precipitation,
sol-gel electrophoresis, among others. Each technique has advantages and disadvantages in
terms of cost, efficacy and quality of the finished product, thus possessing unique properties
that make them useful in a variety of applications. Calcium phosphate was characterized by X-
ray diffraction (XRD) analysis and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), which
identified the bruxite phase. In addition, calcium phosphate was analyzed using scanning
electron microscopy field emission gun (SEM-FEG). Calcium phosphate was synthetized as f3-
TCP and HA phases, and the macro and micrometric aspect of the crystals was preserved.

Key-words: Dental materials; hydroxyapatite; precipitation; test standardization.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

O tecido 6sseo € um material biocompdsito complexo que apresenta uma estrutura
hierarquica que lhe confere propriedades mecanicas Unicas. Este tecido é composto por uma
matriz extracelular mineralizada e por células especializadas chamadas ostedcitos, osteoblastos
e osteoclastos. A matriz extracelular mineralizada é composta, principalmente, de
hidroxiapatita (HA), um mineral que confere ao tecido 6sseo a sua dureza e rigidez. A
hidroxiapatita natural é composta de ions de célcio e fosfato, que se combinam para formar
cristais que sdo depositados na matriz extracelular pelos osteoblastos. A matriz extracelular
também contém colageno, uma proteina fibrosa que confere ao tecido dsseo sua resisténcia a
tracdo (DUNCAN; FROST; GLIMCHER, 2011).

Frente as lesdes teciduais, os biomateriais sdo aqueles que fazem interface com sistemas
bioldgicos para tratar ou substitui-los. Dentre os biomateriais mais utilizados para o tratamento
de lesBes dsseas, destaca-se a hidroxiapatita, sendo um composto cristalino de fosfato de calcio
de estrutura quimica semelhante a do tecido 6sseo humano. Desse modo, a hidroxiapatita €
extensamente utilizada na producdo de materiais de regeneracdo 6ssea, tais como enxertos e
recobrimentos de préteses metalicas (SOUZA; SOUZA; PEREIRA, 2014).

A hidroxiapatita pode ser produzida com propriedades controladas e otimizadas, como:
bioatividade, biocompatibilidade e osteocondutividade caracteristicas que sao cruciais quando
se discute substitutos sintéticos ideais para a regeneracdo 6ssea. A técnica mais popular e
amplamente pesquisada para a sintese de hidroxiapatita é a da precipitacdo (precipitacdo Umida,
quimica ou aquosa). Por meio desta técnica é possivel obter quantidades relativamente grandes
de HA em auséncia de solventes organicos a um custo razoavel (SILVA; SOUZA; SOUZA,
2015).

Neste trabalho, o objetivo foi realizar a sintese e caracterizacdo de fosfatos de calcio
com pH 7 (B-TCP) e pH 12 (hidroxiapatita pura), formada por particulas nanométricas, pelo
método de precipitacdo quimica em meio aquoso. A influéncia da modificacdo de parametros
da sintese como o pH, foi caracterizado pelas técnicas Difracdo de Raio X (DRX),
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), verificando as diferencas no produto final para serem

utilizadas em demais trabalhos e aplicagdes.
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1.2 JUSTIFICATIVA/PROBLEMATICA

Atualmente, as pesquisas concentram-se no controle da sintese e na caracterizagdo das
particulas de fosfatos de célcio na escala nanométrica. Durante a sintese, 0s pardmetros como
morfologia, tamanho e cristalinidade influenciam fortemente o comportamento in vitro e in vivo
dos fosfatos de calcio, como a hidroxiapatita e o fosfato tricalcico (B-TCP).

Neste trabalho, busca-se fornecer propriedades otimizadas ao p6 sintetizado e maior
proximidade morfolégica com o tecido 0sseo natural, no intuito de se obter uma melhor

biocompatibilidade e osteocondutividade.

1.3  OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é produzir e caracterizar os pos de fosfatos de célcio
sintetizados em diferentes condi¢des de pH (pH 7 e pH 12), identificando as fases produzidas
e a formacdo de particulas nanométricas para, posteriormente, determinar suas principais

caracteristicas para uso.

1.3.2 Objetivos especificos

A) Sintetizar fosfato de calcio em pH 7 e em pH 12;

B) Obter p6s de hidroxiapatita e outras fases formadas do composto, visando a
producéo de particulas nanomeétricas;

C) Caracterizar os p6s obtidos, estrutural e morfologicamente, utilizando técnicas de
DRX, FTIR e MEV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma area significativa da ciéncia € a biotecnologia, que lida com o desenvolvimento de
novos biomateriais com o objetivo de substituir quaisquer tecidos, érgdos e fungbes corporais,
de forma parcial ou total em um sistema de tratamento (SOUZA; SOUZA; PEREIRA, 2014).

Do ponto de vista da engenharia, o tecido 6sseo pode ser considerado um material
composto de matriz mineral e matriz organica. A matriz mineral confere ao tecido 6sseo sua
resisténcia a compressao, enquanto a matriz organica confere ao tecido 6sseo sua resisténcia a
tracdo. A interagdo entre essas duas matrizes confere ao tecido 0sseo suas propriedades
mecanicas unicas. Portanto, um enxerto 6sseo ideal deve possuir caracteristicas como:
bioatividade, biocompatibilidade e osteocondutividade. Nestes casos, as ceramicas a base de
fosfato de calcio, que constituem composicdo analoga ao da matriz 0ssea e apresentam
excelente biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade, possuem o potencial para
serem utilizadas em uma variedade de aplicacGes para o reparo do tecido 6sseo (PORSANI et
al., 2018; CAVALCANTE, 2019; VIANA et al., 2020).

Os ossos podem ser classificados, do ponto de vista macroscépico, em dois tipos:
compactos ou corticais e esponjosos ou trabeculares, ambos tém a mesma composicao,

diferindo em estrutura e funcéo, como ilustrado na Figura 01 a seguir.

Figura 01 - A organizagdo interna de 0ssos tipicos.
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O osso trabecular (esponjoso) possui poros representando de 50% a 90% do volume
total, conferindo uma baixa densidade, suportando menores cargas compressivas que 0S 0SS0S
corticais. Sendo assim, s@o intercalados com uma rede organizada de elementos estruturais
verticais e horizontais semelhantes a placas e bastonetes chamados trabéculas, que d&o ao 0sso
trabecular uma aparéncia esponjosa (FUCHS; THOMPSON; WARDEN, 2019).

Enquanto a substancia trabecular, tem porosidade bastante elevada, sendo os poros
intercalados com elementos estruturais que conferem ao 6rgdo aparéncia esponjosa (FUCHS,;
THOMPSON; WARDEN, 2019), o tecido 6sseo € um material composto de matriz extracelular,
colageno e agua e possui principalmente os fosfatos de calcio em sua composicdo. A mais
notdvel das fases minerais é a hidroxiapatita, considerada como o componente mais
significativo. As proteinas ndo colagenas, vasos sanguineos e lipidios que contribuem para suas
funcbes mecanicas e metabdlicas, fortalecida por uma fase mineral, também néo deixam de ser
importantes. Dentre os biomateriais mais utilizados para o tratamento de lesdes 6sseas, destaca-
se a hidroxiapatita (HA) sintética. A HA é um fosfato de calcio que possui estrutura quimica
semelhante a do tecido 0sseo humano. No entanto, os fosfatos de calcio, como a HA,
apresentam fragilidade e baixa resisténcia mecéanica, o que € tipico dos materiais ceramicos
(CARDOSO, 2020).

Pertencente ao grupo das apatitas, a HA € considerada um dos trés componentes basicos
do 0sso humano. Assim, de maneira geral podemos dizer que 0 0sso humano é constituido por
trés componentes basicos: agua, coldgeno e HA (ANTUNES, 2018). A propor¢do mineral do
0ss0 € constituida por fosfato de calcio (60%) que também € o principal constituinte do esmalte
dentario (90%) (SILVA, 2019). Além disso, a HA é um material biocompativel, o que significa
que é facilmente aceito pelo organismo humano sem causar rejeicdo ou efeitos colaterais
adversos. Por ser um material sintético, também € possivel ajustar as propriedades fisicas e
quimicas da HA para atender as necessidades especificas de cada paciente (SOUZA; SOUZA;
PEREIRA, 2014).

Ha diversos métodos de obtencdo de HA. Por este motivo, a sintese do po de HA tem
estimulado interesse nas areas académica e industrial. As condigdes de sintese e dos reagentes
influenciam na estrutura, morfologia e aplicacdo do composto final desejado. A forma, o
tamanho, a pureza e a homogeneidade da HA sdo criticas para sua funcionalidade a depender
de sua utilizacdo. Quando aplicada a engenharia de tecidos, utiliza-se preferencialmente a HA
de tamanho nanométrico, j& que proporciona biocompatibilidade adequada e integragdo com o

0ss0 (COSTA, 2017). Essas caracteristicas possuem impacto diretamente na toxicidade celular,
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bem como nas propriedades mecanicas, osteo condutividade, biocompatibilidade e bioatividade
do biomaterial produzido.
A HA, representante das apatitas, € uma das ceramicas mais estaveis e menos soluveis
entre os fosfatos de célcio, sendo uma ceramica inorganica bioativa com semelhanca quimica e
cristalografica natural dos ossos [Cai0(PO4)s(OH)2] (LIMA; SOUZA; PEREIRA, 2014).
Dentre as sinteses de fosfatos de calcio, existem inUmeros métodos para o preparo da
HA, conforme apresentado abaixo (SILVA; SOUZA; SOUZA, 2015):

Precipitacdo quimica: Este € 0 método mais comum para a sintese de HA e envolve a
reacdo entre uma fonte de fosfato e uma fonte de célcio em solucdo aquosa. Por exemplo, uma
reacdo entre acido fosforico (HsPOa4) e hidroxido de calcio (Ca (OH)2) produz HA. O
precipitado é filtrado, lavado e seco para obter o produto final.

Meétodo hidrotérmico: Este método envolve uma sintese de HA a altas temperaturas e
pressdao em um ambiente aquoso. A reacdo € realizada em autoclave, e a hidroxiapatita é
formada pela nutri¢do e recristalizacdo de um precursor de fosfato e calcio.

Meétodo sol-gel: Este método envolve a preparacdo de uma solucdo de precursores
organicos e/ou inorganicos em um solvente organico. O precursor é transformado em um gel
por hidrélise e condensacdo, e posteriormente calcinado a altas temperaturas para formar HA.

Co precipitacdo: Este método envolve a Co precipitacdo de HA com um outro
composto, como por exemplo, fosfato de calcio amorfo. A precipitacéo é realizada em solucao
aquosa sob condicGes controladas e o produto final é obtido por calcinacao.

Eletrodeposicéo: Este método envolve a deposi¢do de HA sobre um eletrodo, por meio

da passagem de uma corrente elétrica por uma solucéo contendo ions de célcio e fosfato.

Cada método de sintese tem suas vantagens e preservacdo de caracteristicas como:
tamanho de particula final, estabilidade de pH e a escolha do método depende das propriedades
desejadas para a hidroxiapatita e do tipo de aplicacdo em que pode ser utilizada.

Sendo assim, 0 método utilizado para este projeto é de precipitacdo quimica que possui
as caracteristicas principais como baixo custo, facilidade de triagem, estabilidade, reatividade
e biocompatibilidade que contribuem para que a sintese de HA seja modificada por
substituicdes catidnicas ou anibnicas.

A razdo Ca/P na hidroxiapatita estequiométrica € igual a 1,67, entretanto na

hidroxiapatita ndo estequiométrica esta entre 1,5-2,0; podendo ser obtida diretamente de



17

estruturas 0sseas naturais ou sinteticamente por meio de processos quimicos, como por
exemplo, pelo método de precipitacdo (SOUZA et al., 2019).

Dependendo da concentragdo dos reagentes, do tempo de envelhecimento e da
temperatura, haverd uma variacdo na razdo molar Ca/P com reflexos na cristalinidade da
hidroxiapatita obtida. O tempo de envelhecimento prolongado e altas temperaturas favorecem
as razbes Ca/P da hidroxiapatita estequiométrica (1,67) e altas cristalinidades, enquanto
processos mais rapidos, a temperatura ambiente, utilizando reagentes concentrados, mostram
valores da razdo Ca/P menores, préximos a 1,55 e de baixa cristalinidade. A hidroxiapatita
precipitada por via Umida possui caracteristicas similares as do tecido ésseo, diferentemente da
hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas (FONSECA, 2007; LOURENCO et al., 2009).
A sua estrutura quimica apresenta uma célula unitaria hexagonal (Figura 02), com grupo
espacial P63/m sendo P um sistema hexagonal primitivo com coordenadasa=b =943 A, ¢ =
6,88 A e angulos o= p = 90° e y = 60° (ANTUNES, 2018).

Figura 02 - Cela unitaria na rede cristalina da hidroxiapatita.

Fonte: KAY et al. (1964).

As propriedades mecéanicas da HA (Tabela 01) sdo importantes para sua
aplicacdo clinica. A HA é um material fragil, com baixa resisténcia a tracéo e a flexao.
No entanto, apresenta alta resisténcia a compressao, 0 que € importante para
aplicacbes em que o material é submetido a cargas compressivas, como enxertos

0sseos.
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Tabela 01- Propriedades mecénicas da hidroxiapatita densa

Densidade Tedrica 3,156 g/cm?®

500-800 HV
Dureza

2000-3500 Knoop

Resisténcia a tracéo 40-100 Mpa
Resisténcia a flexéo 20-80 Mpa
Resisténcia a compressao 100-900 MPa
Madulo de elasticidade 70-120 GPa
Tenacidade a fratura Aproximadamente 1 MPa

Fonte: CARDOSO (2020).

As propriedades fisicas e quimicas do material sdo extremamente importantes, para
determinar seu desempenho em aplica¢cdes médicas, como enxertos 6sseos, implantes dentarios
e revestimentos de préteses. A densidade tedrica da HA é semelhante a do 0sso humano, o que
facilita a integracdo do material com o tecido dsseo.

As durezas da HA que foram citadas acima sdo diferentes, pois a dureza realizada em
Vickers (HV) é determinada pela impressao deixada por um penetrador em forma de piramide
de diamante na superficie do material, enquanto a dureza medida em Hardness Knoop (Knoop)
é determinada pela impressao deixada por um penetrador em forma de losango de diamante no
material (NUNES; SANTOS, 2002).

Assim a dureza HV é geralmente menor do que a dureza Knoop para 0 mesmo material,
isto ocorre porque a dureza HV é mais sensivel a rugosidade da superficie do material do que a
dureza Knoop significando assim que a HA é um material duro, porém sua dureza é mais
pronunciada na profundidade do material do que na superficie. Sendo assim, a dureza da
hidroxiapatita € semelhante a do osso cortical, o que a torna um material adequado para
implantes 6sseos (NUNES; SANTOS, 2002).

O osso cortical € uma camada densa de 0sso que fornece suporte e protegdo ao 0sso
esponjoso sendo o suporte do 0sso humano, o que a torna um material resistente ao desgaste. A
resisténcia a compressdo da HA € alta, o que a torna adequada para aplicacbes em que o0 material

é submetido a cargas compressivas. O mddulo de elasticidade da HA é semelhante ao do 0sso
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humano, o0 que a torna um material adequado para aplicacdes em que o material deve ser

biocompativel.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no laboratério de bioengenharia da
empresa R-Crio, localizada em Campinas, S&o Paulo. A R-Crio € uma empresa especializada
em células-tronco e o seu laboratério de pesquisa e desenvolvimento, junto com a
bioengenharia, é voltado para o estudo de biomateriais, incluindo a sintese de fosfato de calcio
para regeneracao 0ssea em estruturas mandibulares.

Os experimentos foram realizados utilizando um método de sintese quimica de
hidroxiapatita, um biomaterial que é biocompativel e tem propriedades semelhantes ao 0sso
humano. Os resultados tendem a mostraram que a hidroxiapatita sintetizada no laboratério da

R-Crio foi capaz de promover a regeneracdo 0ssea em estruturas mandibulares de ratos.

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Descricao dos materiais

A 4gua ultrapura tipo I, padrdo de mais alta pureza, apropriada para as técnicas analiticas
mais sensiveis com uma condutividade maxima de 0,1 uS/cm a 25 °C foi utilizada no preparo
das solucgdes e apresentou um pH de carater neutro (entre 6 e 7) apds ser obtida por meio de um
equipamento de osmose reversa da marca Merck, modelo Direct 8/16 disponivel no laboratorio.

Neste trabalho, foram preparadas soluc¢des variadas para a sintese de hidroxiapatita,
conforme descrito na Tabela 02 abaixo, sob agitacdo (agitador magnético — Tecnal, Sdo Paulo,
Brasil), empregando a agua ultrapura tipo I. Todo o processo foi realizado em reator Tecnal

(modelo Tec — Bio — Flex).
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Tabela 02 — Reagentes utilizados na sintese da hidroxiapatita

Reagente Fornecedor VVolume ou massa Volume final (mL)
Acido Latico Dindmica 25 mL 250
Hidroxido de Célcio Merck 9,64 g 250
Acido Fosférico Merck 5mL 250
Hidrdxido de Sodio Dinamica 12,00 g 250

Fonte: Proprio autor

3.2 METODOS

Neste trabalho, realizou-se o estudo da sintese e processamento de fosfatos de célcio,
que seguiu a rota de precipitacdo em meio aquoso, em temperatura ambiente, como ilustrado
na Figura 03. O metodo de sintese envolveu as reacbes em meio aquoso entre 0S precursores
dos ions calcio e ions fosfato, com controle do pH da solugdo. A solucdo precursora foi
preparada pela mistura, sempre em agitacdo (agitador magnético — Tecnal, Sdo Paulo, Brasil),
de uma solucédo de 0,5 mol/L hidroxido de célcio (Dinamica), uma solucao de 0,3 mol/L &cido

ortofosforico (Dinamica) e uma solucdo de 1 mol/L acido latico (Merck).
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Figura 03 — Método de precipitacdo quimica com obtencao prévia da solucdo precursora a temperatura

ambiente.

¥ ¥ ¥

Solucdo de Ca (OH), + Solugédo de C3HeOs + Solugdo de H3PO4

Solugdo de

Fonte: Proprio autor

A solugéo de acido latico (CsHesO3) foi adicionada a solugdo de hidroxido de calcio [Ca
(OH)2], em agitacdo. Apds esta primeira etapa, o &cido ortofosforico foi adicionado a mistura
anterior, lentamente, a uma taxa de 5 mL/min. Ao final, denominou-se essa solucéo adquirida
como solucgdo precursora. Ainda em agitacao, adicionou-se uma solucdo de 1,2 mol/L hidréxido
de sodio (NaOH) para o pH ser ajustado a fim de alcancar os diferentes valores determinados
neste trabalho, sendo o pH igual a 7 ou pH igual a 12, permitindo a precipitacdo de distintos

fosfatos de célcio, conforme Figura 04.
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Figura 04 — Método de deposicdo quimica com hidroxido de sédio (NaOH).

Solucéo de
NaOH 1,2 mol/L

Fonte: Proprio autor

O processo de sintese em meio aquoso foi realizado em reator (Tec-Bio, TECNAL) para
o controle do pH e da temperatura durante todo o experimento. Os precipitados resultantes
foram envelhecidos por 24 horas, logo apds sendo filtrados com papel de filtro, em sistema de
vacuo (ZA60S), adicionando abundantemente agua ultrapura para a retirada dos ions sodio

provenientes do NaOH (Figura 05).

Figura 05 — Filtragdo dos precipitados.
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Fonte: Préprio autor

Nesta etapa final das sinteses, foi alcangado o pH de 7,0 e 0 pH 12,0. O gel
decantado, ap6s a mudanca de pH, foi filtrado e congelado a uma temperatura de -30 °C
por 48h. Posteriormente, esse gel congelado foi liofilizado (Christ- Alpha 1-2 Ldplus)

por 4 dias. Neste momento, com o objetivo de obter as diferentes fases de fosfato de
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célcio (hidroxiapatita ou B-TCP), os p6s foram macerados, passando por peneira com
cerca de 150 mm (figura 06) e tratados termicamente a 1000 °C, a taxa de 5 °C/min,
com um patamar de 1 hora (Figura 07).

Figura 06 — Maceragdo e peneiracdo das amostras de B-TCP e HA.
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Fonte: Proprio autor

Figura 07 - Tratamento térmico das amostras de B-TCP e HA.
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Fonte: Préprio autor
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos p6s de fosfato de calcioem pH 7,0 e pH 12,0

Os pos de fosfato de calcio foram obtidos pelo método de precipitagdo em meio aquoso,
por meio do controle de duas variaveis importantes: o pH e a temperatura. Durante 0 processo
de sintese da HA, o pardmetro de sintese, pH, foi fixado em valor igual a 7 ou 12, conforme
pode ser observado na Figura 08 (a) e (b), respectivamente. O controle desta variavel tem o
objetivo de influenciar a razdo molar Ca/P, gerando a fase de fosfato de célcio desejada
(RAYNAUD et al., 2002). O outro parametro, temperatura, foi controlado para se manter em
temperatura ambiente (entre 23 °C e 30 °C), com o intuito de produzir material com baixa
cristalinidade e caracteristicas similares as do tecido 0sseo, diferentemente das sinteses que

ocorrem em altas temperaturas (MEHDI et al., 2013).

Figura 08 — Gréfico referente a sintese em diferentes valores de pH.
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Fonte: Proprio autor
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Apos o processo de liofilizacdo, as amostras verdes e as amostras tratadas termicamente
se apresentaram em forma de pd, conforme pode ser observado na Figura 9.

Figura 09 — Imagem do produto final obtido por meio da sintese nos valores de pH 7 e pH 12 antes e ap6s do

tratamento térmico.

Fonte: Préprio autor
Legenda: (a) Produto sintetizado em pH 7,0 (b) Produto sintetizado em pH 12,0 (c) Produtos sintetizados em pH
7,0 (esquerda) e em pH 12,0 (direita), apds tratamento térmico.
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4.2 Analises morfologicas por MEV

A diferenca na morfologia e no tamanho das particulas obtidas foi realizada em pastilhas
de CaP (comprimido de fosfato de calcio) e analisadas com feixe de elétrons secundarios
utilizando um Microscopio Eletronico de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo (MEV-
FEG) (Field Emission Gun FEI Quanta FEG 250, Hilesboro, Oregon USA) Zeiss DSM 940,
com um detector de Espectroscopia de Raio X por Energia Dispersiva (EDS) Bruks do
Laboratdrio de Microscopia e Microanalise Eletronica do Instituto Militar de Engenharia- IME.
Os parametros de caracterizagdo foram estabelecidos a uma tensdo de 10 kV e a uma distancia
média de trabalho de 10 mm.

A Figura 10 mostra a morfologia da amostra sintetizada a pH 7 antes do tratamento
térmico em diferentes ampliagcBes. Observa-se que em menores ampliacdes (1.000X), a
superficie parece ser relativamente lisa e homogénea. Conforme a ampliagdo aumenta (2.500X,
5.000X e em 10.000X), é possivel identificar caracteristicas mais detalhadas da superficie,

como a presenca de particulas menores e algumas irregularidades.
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Figura 10 — Imagens de amostra de fosfato de calcio sintetizado em pH 7,0, antes do tratamento

térmico.

g
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Legenda: Aumento de (a) 1.000X (b) 2.500X (c) 5.000X (d) 10.000X

Fonte: Proprio autor

A homogeneidade da superficie em pH 7,0 antes do tratamento térmico indica uma
sintese controlada e uniforme. A presenca de pequenas particulas pode sugerir a formacao
inicial de ndcleos de cristais que podem crescer com o tratamento térmico subsequente.

Apos o tratamento térmico, as imagens mostram mudancas significativas na morfologia
(Figura 11). A 1.000X, a superficie parece mais rugosa comparada com a amostra antes do
tratamento. Em ampliacdes maiores (2.500X, 5.000X, e 10.000X), é visivel um aumento na

densidade e no tamanho das particulas, além de uma maior porosidade.



29

Figura 11 — Imagens de amostra de fosfato de calcio sintetizado em pH 7,0, ap6s tratamento térmico.

Legenda: Aumento de (a) 1.000X (b) 2.500X (c) 5.000X (d) 10.000X

Fonte: Préprio autor

O tratamento térmico promoveu o0 crescimento das particulas e possivelmente a
recristalizacdo, aumentando a rugosidade e porosidade da superficie. Isso pode melhorar certas
propriedades, como a area de superficie especifica, que é benéfica para aplicacGes cataliticas
ou adsorventes.

Para a amostra de fosfato de calcio sintetizado em pH 12,0 antes do tratamento térmico,
as imagens em 1.000X mostram uma superficie inicialmente homogénea, similar a observada
em pH 7,0 (Figura 12). A medida que a ampliacdo aumenta, aparecem algumas diferencas na

morfologia com a presenca de estruturas mais definidas e distribuidas uniformemente.



30

Figura 12 — Imagens da amostra de fosfato de calcio sintetizado em pH 12,0, antes do tratamento

térmico.
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Legenda: Aumento de (a) 1.000X (b) 2.500X (c) 5.000X (d) 10.000X
Fonte: Proprio autor

A sintese do fosfato de calcio em pH 12,0 antes do tratamento térmico sugere um
controle ainda mais rigoroso na distribuicao das particulas. As estruturas bem definidas indicam
um potencial nucleacdo e crescimento mais eficiente, que pode influenciar positivamente nas
propriedades mecanicas e térmicas do material.

Apo0s o tratamento térmico, a morfologia das amostras obtidas em pH 12,0 mostra
mudancas substanciais. Em menores amplia¢cbes (1.000X), a superficie parece mais
heterogénea e rugosa. Em maiores ampliagdes (2.500X, 5.000X, e 10.000X), observa-se um

aumento no tamanho das particulas e na complexidade das estruturas superficiais (Figura 13).
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Figura 13 — Imagens da amostra de fosfato de célcio sintetizado em pH 12,0, apds tratamento térmico.
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Fonte: Proprio autor

O tratamento térmico para amostras obtidas em pH 12,0 resulta em um crescimento mais
pronunciado das particulas, sugerindo uma recristalizacdo significativa. 1sso pode resultar em
propriedades mecéanicas superiores, como maior dureza e resisténcia ao desgaste, dependendo

da aplicacdo desejada.

4.3 Caracterizagao por DRX

Apo6s a producdo e andlises por MEV os pds das amostras, foram submetidos a
investigacao das fases presentes por Difracdo de Raio X (DRX) usando um difratdmetro MRD

X' Pert PRO (PANalytical) com uma fonte de cobre (A= 1,789 A); foi empregada a corrente de
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40 mA, tensdo de 40 kV, varredura de 10° a 80° 20 e uma etapa de coleta de 0,03°. A
quantificacdo de fases foi realizada utilizando o software PANalytical's HighScore Plus versao
3.0e (3.0.5), indicando as fases de hidroxiapatita ¢ f-TCP produzidas no presente trabalho

Na Figura 14, o difratograma da amostra de fosfato de calcio obtido apos a precipitacao
em meio aquoso com pH 7,0 apresenta picos adicionais que indicam a existéncia de uma
segunda fase, além da hidroxiapatita. De acordo com as fichas JCPDS analisadas, 0s picos
correspondem & hidroxiapatita (JCPDS 01-089-4405) com estrutura cristalina monoclinica e a

bruxita (JCPDS 01-072-0713), também com estrutura monoclinica.

Figura 14 - Difratograma da amostra de fosfato de calcio sintetizada em pH 7,0.
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Fonte: Proprio autor

Na Figura 15, o difratograma da amostra de fosfato de calcio obtida ap0s a precipitacao
em meio aquoso com pH 12,0 ndo revela fases adicionais além da hidroxiapatita, confirmando
a pureza do material sintetizado. A sintese em pH 12,0 resulta predominantemente em
hidroxiapatita pura, sem a presenca de fases secundarias, indicando um controle efetivo do pH

no processo de sintese para obter a fase desejada.
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Figura 15 - Difratograma da amostra de fosfato de célcio sintetizada em pH 12,0.

Counts

)
My \ ]
0 ~W" '»«»J"“"‘"

e I\ A
"""'f ﬂ\.\ﬂ'\'nm.»\.,. Mt e,

A

/ \
) M\ (N
k‘uv“ \-\‘ ‘W%on..d“-” Y R e T '.,:‘ N g™ |

T
30 40 50 60 70 80
Position [*2Theta] (Cobalt (Co))

Fonte: Proprio autor

A andlise do difratograma da amostra sintetizada em pH 7,0 e tratada termicamente
(Figura 16) indicou a presenca de novas fases, como a monetita (JCPDS 01-071-1759) e o
fosfato tricalcico ( B -TCP-whitlockita) (JCPDS 09-0169). A monetita apresenta uma estrutura
ortorrdmbica, enquanto a fase B -TCP possui uma estrutura cristalina triclinica, conhecida por

sua bioatividade e aplicabilidade em biomateriais devido a sua capacidade de reabsorcéo.

Figura 16 - Difratograma da amostra de fosfato de célcio sintetizada em pH 7,0, ap6s tratamento térmico.
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Fonte: Préprio autor

Na Figura 17, o difratograma da amostra sintetizada em pH 12,0 ap6s o tratamento
térmico indicou a presenca das fases de hidroxiapatita (JCPDS 09-0432) e B -TCP (JCPDS 09-
0169).
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A hidroxiapatita identificada apds o tratamento térmico corresponde a uma estrutura
cristalina hexagonal, tipica da fase mineral do osso humano. A literatura indica a estrutura
monoclinica da HA como a mais estavel em temperatura ambiente (25 °C), ocorrendo a
transicdo para a estrutura hexagonal em tratamentos térmicos acima de 200 °C (CALDERIN e
STOTT, 2003; ZAHN e HOCHREIN, 2005; CORNO et al., 2010).

A presenca de B -TCP confirma a transformacdo térmica do material, resultando em

uma mistura de fases, que pode levar a uma alta bioatividade ao material produzido.

Figura 17 - Difratograma da amostra de fosfato de calcio sintetizada em pH 12,0, ap6s tratamento térmico.
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4.4 Analises por FTIR para a caracterizacdo dos produtos sintetizados

As pastilhas CaP foram analisadas por Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) no Instituto de Macromoléculas, no laboratério da Professora
Eloisa Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMA/UFRJ).

A caracterizagdo foi realizada utilizando um espectrometro Perkin Elmer FT-IR
Spectrometer modelo 1720 X. Os espectros foram obtidos na faixa de 400 a 4000 cm
utilizando modo ATR, com 40 varreduras e resolucéo de 4 cm em temperatura ambiente.

A FTIR fornece uma metodologia ndo destrutiva e altamente informativa para a
caracterizacao desses materiais. Os picos em 961,80 cm™ e 1025,07 cm™ confirmam a presenga
de grupos fosfato, essenciais tanto para o B-TCP quanto para a HA, como pode ser observado
nas Figuras 18 e 19, antes e ap6s o tratamento térmico, de fosfato de calcio sintetizado em pH
7,0, respectivamente e nas Figuras 20 e 21, antes e apds o tratamento térmico, de fosfato de
calcio sintetizado em pH 12,0, respectivamente.
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Figura 18 — Espectro de FTIR de fosfato de célcio sintetizado em pH 7,0.

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.1
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Fonte: Proprio autor

O pico em 961,80 cm™ é caracteristico das vibra¢Ges de estiramento simétrico do ion
fosfato (PO4*"). Em biomateriais como o B-TCP, este pico é uma indicacdo clara da presenca
deste grupo funcional. O pico em 1025,07 cm™!, também esta relacionado ao grupo fosfato, mas
corresponde a uma vibragdo de estiramento assimétrico do ion PO+*". A presenca deste pico

reforca a identificagdo de compostos contendo fosfatos, como o B-TCP e a HA.
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Figura 19 — Espectro de FTIR do fosfato de célcio sintetizado em pH 7,0, apds tratamento térmico.
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Fonte: Proprio autor

Os picos em 1981,81 cm™; 1116,56 cm™; 1110,58 cm™; 1079,13 cm™%;1019,17 cm™;
1005,19 cm™ e 971,15 cm™ correspondem ao grupo fosfato (PO.*"), indicando uma forte
presenca deste grupo funcional no material analisado. Entretanto, o pico em 1945,76 cm™,
sugere a possivel presenga de grupos carbonato (COs?") no material. A incluséo de carbonatos

pode afetar as propriedades do biomaterial, como a sua ressorgao e integracdo 0ssea.
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Figura 20 — Espectro de FTIR de fosfato de célcio sintetizado em pH 12,0.

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.1
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Adicionalmente, o pico em 3314,92 cm! indica a presenga de grupos hidroxila,

caracteristicos da hidroxiapatita. Esta analise permite ndo apenas a identificacdo das fases

cristalinas, mas também uma compreensdo aprofundada das interacBes quimicas e da

estabilidade estrutural dos biomateriais estudados. Os picos 1419,88 cm™!; 1023,05 cm™ e

873,13 cm™!, fazem parte do grupo fosfato que sdo fundamentais na estrutura da hidroxiapatita

e outros compostos fosfatados.



%T

100+

38

Figura 21 — Espectro de FTIR do fosfato de célcio sintetizado em pH 12,0, apds tratamento térmico.
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Os picos de HA ap0s tratamento térmico, foram analisados assim indicando que, 0s
picos em 1117,34 cm™;1077,54 cm™; 1022,47 cm™! e 1009,73 cm™ representam o grupo de
fosfato (PO4*"), assim como os picos em 980,25 cm™ e 962,92 cm™ sdo a representagédo do
grupo carbonato (COs?).
Os resultados das analises por FTIR das fases de B-TCP e HA, estdo resumidas na

Tabela 1 abaixo.

Tabela 03 - Resultados da andlise por FTIR

Numero de ondas (cm™) Grupo funcional
961,80 Fosfato (PO4+*")
1025,07 Fosfato (PO+*")
1079,13 Fosfato (PO+*)
3314,92 Hidroxila (OH")
1419,88 Carbonato (COs>).
1023,05 Fosfato (PO+)
873,13 Fosfato (PO+*")
1077,54 Fosfato (PO+)
962,92 Fosfato (PO+*)

Fonte: Préprio autor

Os espectros de FTIR das diferentes propriedades e tratamentos térmicos mostram a

presenca predominante de grupos fosfato e hidroxila, caracteristicos das fases f-TCP e HA. O
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tratamento térmico pode influenciar a intensificacdo ou o desaparecimento de certos picos,

trazendo mudancas nas estruturas quimicas e nas fases dos materiais analisados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre a sintese e processamento de fosfatos de célcio, especificamente beta
fosfato tricalcico (B-TCP) e hidroxiapatita (HA), revelou estabilidade, eficacia e precisdo
valiosas sobre os métodos de producdo e suas implicagdes na regeneracao 0ssea.

A sintese por precipitacdo quimica em meio aquoso demonstrou ser eficiente para
produzir HA e B-TCP em diferentes condi¢cbes de pH. Este método é vantajoso pela
simplicidade e custo relativamente baixo, além de permitir o controle sobre a morfologia e
tamanho das particulas.

A variacdo do pH durante a sintese teve impacto significativo nas fases cristalinas
obtidas e nas propriedades morfoldgicas dos fosfatos de célcio. Em pH 7,0 observou-se o
favorecimento da formacao de B-TCP, enquanto em pH 12,0 observou-se HA pura.

As imagens obtidas por MEV mostraram a preservacao das caracteristicas morfoldgicas
dos cristais ap6s o tratamento térmico, com particulas nanométricas bem definidas, crucial para
aplicagcbes biomédicas.

A andlise por DRX confirmou a formacao das fases esperadas de HA e B-TCP, com
padrGes de difracdo distintos que correspondem as estruturas cristalinas dos compostos
sintetizados.

A analise de FTIR identificou as bandas caracteristicas de grupos funcionais presentes
nos fosfatos de célcio, corroborando os resultados obtidos por DRX.

Os fosfatos de calcio sintetizados apresentam propriedades que os tornam adequados
para aplicacdes em regeneracao ossea.

A biocompatibilidade e a osteocondutividade sdo aspectos criticos que foram atendidos,
com potencial para serem utilizados em enxertos 6sseos e recobrimentos de proteses.

A capacidade de ajustar o pH e, consequentemente, as propriedades dos fosfatos de
calcio, permite a producédo de materiais customizados para diferentes necessidades clinicas. 1sso
é particularmente importante na engenharia de tecidos, onde as especificacdes podem variar
significativamente.

Embora os resultados sejam promissores, ha espago para otimizacéo dos processos de
sintese, visando aumentar a eficiéncia e reduzir custos. Futuras pesquisas poderiam focar em
técnicas hibridas que combinam diferentes métodos de sintese para melhorar ainda mais as

propriedades dos materiais.
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A transicdo dos estudos in vitro para avaliacdes in vivo serd um passo crucial. Ensaios
clinicos serdo necessarios para confirmar a eficacia e seguranca dos fosfatos de célcio em
aplicacdes reais de regeneracao Ossea para talvez trabalhos futuros.

E com isto, este trabalho contribuiu significativamente para o entendimento dos
processos de sintese de fosfatos de calcio e suas aplicagcbes biomédicas. Os métodos
desenvolvidos e os resultados obtidos fornecem uma base solida para futuras investigacdes e
aplicacdes clinicas, destacando o potencial dos fosfatos de calcio como materiais indispensaveis

na regeneracéo Ossea.
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