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Resumo

DUARTE, Viviane Coelho. Obtencdo de Fosfatos de Célcio com Potencial de
Aplicagcdo em Compdsitos Odontoldgicos. 2019, 76f. Tese (Doutorado em
Ciéncia e Engenharia de Materiais) — Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia e
Engenharia de Materiais, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Materiais inteligentes e biocompativeis, que possam promover a remineralizacéo e a
protecdo contra o ataque de microorganismos precisam ser exaustivamente
estudados para que se encontrem composi¢cdes capazes de promover 0 avango no
desenvolvimento de novos materiais, bem como o melhoramento de materiais com
uso consolidado. O presente trabalho tem como objetivo a obtencdo de materiais a
base de fosfatos de calcio que possam ser utilizados em compdsitos odontol6gicos.
Para alcancar este objetivo, foram sintetizadas particulas a base de beta e alfa
fosfato tricalcico (B-TCP e a-TCP), materiais ceramicos porosos, biocompativeis e
reabsorviveis que atuam como um arcabouc¢o estimulando o crescimento 0sseo.
Nanoparticulas de prata e zinco foram incorporadas ao B-TCP (Zn B-TCP) durante o
processo de obtencdo destas particulas por processo de imersdao. Também, foram
sintetizados fosfatos tetracalcicos através de quatro rotas, estabelendo adaptacoes
nas metodologias de forma a obter um material puro e de forma mais simplificada. O
método de obtengdo foi descrito e metodologias de confirmagdo quimica foram
empregadas tendo em vista a aplicabilidade dos materiais. Os compostos obtidos
foram caracterizados fisica e morfologicamente através de EDX, MEV, DRX, UV-
VIS, ensaio de granulometria a fim avaliar a composicao elementar, fases formadas,
morfologia e tamanho de particula e presenca de contaminantes, também foram
testados os fosfatos tetracalcicos quanto a sua viabilidade celular. As metodologias
propostas se mostraram eficientes na obtencdo dos materiais. Com relacdo ao [3-
TCP e a-TCP, foi obtido um pé branco de granulometria fina e baixa densidade,
composto por agregados de particulas dopados com nanoparticulas de prata, porém
com presenca de algumas fases como contaminantes como o pirofosfato de calcio.
Com relacdo ao Zn B-TCP, também foi obtido um pé branco composto por sofatos
de zinco, o que sugere gque a sintese foi realizada com sucesso, embora também
exista a presenca de contaminantes como o0 6xido de zinco. Com relacdo ao Fosfato
Tetracalcico, 0os processos utilizados se mostraram eficientes para obtencdo do
material, ndo ocorrendo diferenca significativa entre eles no teste de viabilidade
celular, entretanto, morfologicamente, o Processo denominado com o numero 4
mostra um padrdo de particula menor e com distribuicio homogénea. Os métodos
empregados nas sinteses sdo simples e utilizam reagentes de baixo custo,
entretanto, as altas temperaturas empregas podem ser um limitante quanto a
aplicacao industrial principalmente no caso do TTCP.

Palavras-chave: fosfatos de calcio; compdsito; biomateriais; nanotecnologia.



Abstract

DUARTE, Viviane Coelho. Obtaining of calcium phosphates with potenctial for
application in dental composites. 2019, 76f. Thesis (Doctor Degree in Materials
Science and Engineering) — Pos Graduate Program in Materials Science and
Engineering, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2019.

Intelligent and biocompatible materials promoting remineralization and protection
against microorganisms need to be extensively studied to finding compositions
allowing the advancement in the development of new materials and the improvement
of materials with consolidated use. This work has the objective of obtaining materials
based on calcium phosphates that can be used in dental composites. To reach this
objective, beta-and alpha-phosphate tricalcium phosphate (B-TCP and a-TCP),
porous, biocompatible and resorbable ceramic materials were synthesized that act as
a framework stimulating bone growth. Nanoparticles of silver and zinc were
incorporated into B-TCP (Ag B-TCP and Zn B-TCP) during the process of obtaining
these particles by immersion process. Also, tetracalcium phosphates were
synthesized through four routes, establishing adaptations in the methodologies in
order to obtain a pure and simplified material. The method of obtaining was described
and methodologies of chemical confirmation methodologies were employed
considering the applicability of the materials. The obtained compounds were
characterized physically and morphologically through EDX, SEM, XRD, UV-VIS,
granulometry assay in order to evaluate elemental composition, formed phases,
morphology and particle size and presence of contaminants, tetracalcium phosphates
were also tested. its cell viability. The proposed methodologies were efficient in
obtaining the materials. In relation to B-TCP and a-TCP, a white powder of fine
granulometry and low density was obtained, composed of particles doped with silver
nanoparticles, but with the presence of some phases as contaminants such as
calcium pyrophosphate. With respect to .Zn B-TCP, a white powder composed of zinc
phosphates was also obtained, suggesting that the synthesis was successful,
although contaminants such as zinc oxide were also present. Regarding
Tetracalcium Phosphate the processes used were efficient to obtain the material, and
there was no significant difference between them in the cell viability test, however,
morphologically, the process named number 4 shows a smaller particle pattern with
homogeneous distribution. The methods employed in the syntheses are simple and
use low cost reagents, however, the high temperatures employed may be a limiting
factor for industrial application, especially in the case of TTCP.

Keywords: calcium phosphate; composite; biomaterials; nanotechnology.
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1 Introducéo

O desenvolvimento cientifico e tecnoldégico em materiais médicos e
odontolégicos tém conduzido a producdo e inovacdo de biomateriais capazes de
oferecerem condigbes diferenciadas em relagdo aos biomateriais convencionais,
com novas caracteristicas de bioatividade, capazes de contribuir com a qualidade de
vida dos seres humanos. Entretanto, sistemas inteligentes e biocompativeis,
capazes de promover a remineralizacdo e, também, a protecdo contra o ataque de
microorganismos precisam ser exaustivamente estudados para que se encontrem
composi¢coes capazes de promover o avanco no desenvolvimento de novos
materiais, bem como o melhoramento de materiais com uso consolidado.

A melhora na saude bucal da populacao tem trazido beneficios, fazendo com
gue os dentes sejam mantidos por mais tempo na cavidade bucal. Porém, ao mesmo
tempo, tem aumentado a incidéncia de outros problemas como a hipersensibilidade
dentinaria (HD) (BANOCZY, 2002). Com o declinio da doenca cérie e da doenca
periodontal, o tratamento da hipersensibilidade dentinaria vem ganhando prioridade
(REES E ADDY 2002; RITTER et al., 2006).

Segundo Perez et al. (2003), a hiperestesia dentinaria representa um dos
problemas mais comuns na clinica diaria do cirurgiao-dentista e, apesar de estudada
intensamente, infelizmente é, muitas vezes, de tratamento dificil e frustrante. A
hipersensibilidade dentinaria pode ser tratada com dentifricios especificos, fluor,
dessensibilizantes, adesivos dentarios, uso de laser, restauracdes, cirurgias muco-
gengivais e tratamento endodéntico. Com excecdo do laser e do tratamento
endodontico, todos os outros tratamentos buscam obliterar os tubulos dentinérios,
diminuindo ou cessando a hipersensibilidade. Entretanto, o grande desafio da
odontologia moderna é encontrar uma substancia que seja eficaz em um curto
espaco de tempo, que ndo cause recidiva de hipersensibilidade e que elimine
efetivamente a sensacédo dolorosa (ARANHA et al., 2004).

De acordo com o estudo classico de Grossman, em 1935, o material ideal
para tratamento de hipersensibilidade dentinaria deve ser biocompativel, de facil
aplicacao, ter efeito permanente e acao rapida, ndo ser irritante pulpar, além de néo
alterar a cor da estrutura dental (ARANHA et al., 2004).

Uma das novas abordagens para o tratamento mais efetivo da

hipersensibilidade dentinaria tem utilizado materiais bioativos que produzem uma



18

resposta biolégica especifica em suas superficies quando em contato com os tecidos
vivos. Por ser a constituicdo dental muito similar a constituicdo 6ssea, foi proposto o
uso de fosfatos de célcio com a capacidade de se depositarem no interior dos
tubulos dentinarios, para que, na presenca dos fluidos bucais, inicie o processo de
formacédo de Hidroxiapatita, resultando em sua oclusdo por meio de uma ligacéo
guimica com o material (KOKUBO, et al. 2008, CHU, et al. 2010).

A inclusdo de agentes antimicrobianos e remineralizantes em materiais
odontolégicos representa um novo patamar com imensos beneficios ainda nédo
adequadamente explorados e investigados. A incorporacdo de agentes
remineralizantes em materiais resinosos, por exemplo, tais como os fosfatos de
calcio, podem aumentar o conteudo mineral dos tecidos dentario e 0sseo pela
liberacdo controlada de calcio e fosfato, sendo precipitados na forma de
hidroxiapatita, sem o detrimento das caracteristicas mecanicas de resisténcia
flexural dessas resinas (LOK et al, 2006, 2007; ESPINOSA-CRISTOBAL et al.,2009,
2012; PARK et al., 2009; LARA et al., 2010; SETH et al., 2011; PENG; BOTELHO;
MATINLINNA, 2012).

O efeito antimicrobiano de ions metalicos como a prata e 0 zinco contra varios
tipos de bactérias tem sido explorados por décadas na odontologia (BURGUERA-
PASCU, RODRIGUEZ-ARCHILLA, BACA, 2007; CHALOUPKA; MALAM;
SEIFALIAN, 2010). No entanto, a utilizacdo de antibioticos e agentes microbianos
limitou o emprego de ions metalicos com comprovada atividade bactericida. Porém,
cada vez mais as bactérias tornam-se resistentes, sendo esta uma das causas da
sintese constante de substancias antibioticas alternativas e da volta dos trabalhos
com ions metalicos em dimensdes nanométricas (KAMAT, 2002).

Dentre os biomateriais disponiveis, os fosfatos de calcio sdo amplamente
utilizados como substrato condutor para o crescimento de tecidos, principalmente
por apresentar propriedade osseocondutora devido sua compatibilidade i6nica
(calcio e fosforo) o que estimula a remineralizacdo do tecido, pois participam do
equilibrio iGnico entre o fluido biolégico e ceramico de maneira atoxica, sem resposta
inflamatoria e com auséncia de fibrose (KAWACHI et al, 2000 apud ANDRADE,
2013). Esta compatibilidade e semelhanca com o 0sso, aliada com o fato de ser um
material reabsorvivel, tornam os fosfatos de calcio um importante material em
tratamentos de reconstrugcdo e reparagdo 0ssea. Estas caracteristicas de excelente

compatibilidade com tecido 6sseo e alta osteocondutividade fazem com que os
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fosfatos de célcio sejam frequentemente utilizados com sucesso para reconstrucao
0ssea e dentaria (RODRIGUES et al., 2003).

A modificacdo quimica do 3 e a TCP através de substituicBes ibnicas tem sido
amplamente estudada, considerando que os principais componentes dos 0Ssos e
dentes sdo compostos de uma fase mineral de fosfato de célcio contendo uma
variedade de outros elementos (GROOT, 1993; MAYER et al.,, 1997; KIM et al.,
2003; KANNAN et al., 2010).

A prata é um metal conhecido por seu largo espectro de acao contra diversos
microrganismos. Sua a¢do antimicrobiana € bastante conhecida, porém na forma de
nanoparticulas tem uma superficie de contato infinitamente maior o que potencializa
o aumento de suas propriedades (MORONES et al., 2005; KIM et al., 2008). As
nanoparticulas de prata atuam inibindo a sintese de DNA bacteriano (DE MUYNCK
et al., 2009; ALLAKER, 2010), ndo sendo toxicas em pequenas concentracdes as
células humanas (SAYES et al., 2004; SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004; REDDY et
al., 2007; YUDOVIN-FARBER et al., 2008; PANACEK et al., 2009).

O o6xido de zinco tem se destacado pelo conjunto de suas propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas, mas principalmente por suas propriedades
antibacterianas e antifungicas (MISHRA et al.,, 2011). Estudos recentes relatam
atividade antibacteriana eficiente de suspensdes de particulas de 6xido de zinco
tanto em tamanho micro como em nanométrico (ZHANG et al., 2010). O Oxido de
zinco tem sido amplamente utilizado nas mais diversas especialidades
odontologicas, como em cimentos de Oxido de zinco e eugenol e em outras
formulacdes diversas (LEONARDI et al., 2009). Na dentistica sdo utilizados para
restauracdo e cimentacdo proviséria; na endodontia, na obturacdo de canais
radiculares; na periodontia como curativo periodontal cirlrgico, entre outras
aplicacoes (STANKIEWICZ et al., 2000).

O fosfato tetracalcico (TTCP) é a Unica fase dos fosfatos de célcio com uma
relacdo Ca / P superior a da hidroxiapatita (HA), a temperaturas superiores a
1300°C. O composto € metastavel, por conseguinte, a sintese de fase TTCP pura
exige rapido resfriamento e auséncia de humidade para evitar a decomposicdo em
HA e 6xido de célcio. (BROWN W. E. AND EPSTEIN E. F., 1965; MONMA H, et al.,
1986). O fosfato de tetracélcio (TTCP) é a fase mais basica entre as bioceramicas de
fosfato de célcio. O TTCP tem sido utilizado como cimento 6sseo auto-regulador e o

seu pH superficial relativamente elevado parece ser muito benéfico para a adeséo
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celular e a formacédo 6ssea. (JAYASREE, R.; SAMPATH KUMAR, T. S.; NANKAR,
R. P.; DOBLE M., 2015).

Em contraste com outros ortofosfatos de célcio, tais como hidroxiapatita (HA,
Cas(PO4)30H), ou monetita (DCPA, CaHPO4), que sdo amplamente utilizados como
ingredientes alimentares, em pastas de dente, na industria farmacéutica e aplicacdes
em cromatografia (BOHNER M., 2000), o TTCP puro tem encontrado aplicacao
apenas como um biomaterial ceramico, muitas vezes aparece como um subproduto
indesejado em revestimentos, onde é formada como resultado da decomposicéo
térmica da HA.

O fosfato tetracélcico (TTCP, Cas (PO4) 20) € um dos principais componentes
em po dos cimentos ortopédicos e dentais auto-reguladores. Tradicionalmente, os
pos TTCP séo produzidos por uma reacéo no estado solido de precursores contendo
Ca e P entre 1350°C e 1500°C. Tais procedimentos requerem fornos caros de alta
temperatura e subsequente moagem de particulas sinterizadas. A moagem nao so
leva a contaminacdo, mas também altera a estrutura do TTCP, reduzindo assim a
sua bioatividade. (VUKOMAN JOKANOVIC and BOZANA COLOVIC, 2013)

O TTCP na forma de particulas se mostra um material extremamente
interessante para o estudo como dessensibilizante dentario. Para tanto, torna-se
necessaria uma abordagem diferenciada para a sintese de TTCP, com o objetivo se
obter a fase TTCP mais pura.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho € sintetizar fosfatos de calcio que
possam ser utilizados para aplicacdo ou desenvolvimento de matérias para
aplicacdo odontolégica que possuam potencial antimicrobiano, obliterante e/ou
remineralizante, bem como estabelecer a metodologia que seja mais adequada para

obtencao do fosfato tetracalcico mais puro.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254058413008730#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254058413008730#!
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar fosfatos de calcio com potencial para aplicagdo no desenvolvimento
de compésitos odontolégicos, que preferencialmente demonstrem potencial

aplicacdo odontoldgica.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar compostos a base de fosfatos de calcio identificando a possibilidade de
aplicacdo dos métodos em escala industrial;

- Dopar os fosfatos sintetizados com diferentes agentes antimicrobianos;

- Caracterizar fisica e morfologicamente os compostos obtidos através de técnicas
de EDX (Espectroscopia de Fluorescéncia de Energia Dispersiva), MEV
(Microscopia Eletrénica de Varredura), DRX (Difracdo de Raios X), UV-VIS
(Espectroscopia UV Visivel), e ensaio de granulometria a fim avaliar a composicao
elementar, fases formadas, morfologia e tamanho de particula e presenca de
contaminantes;

- Caracterizar a viabilidade celular do material resultante através de ensaios de

citotoxicidade in vitro através de protocolos preestabelecidos.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Sintese de nanoparticulas de B-TCP e a-TCP

Esta etapa descreve o processo quimico para preparacado de pds de 3 e a
fosfato tricalcico (TCP). O processo compreende adicao imediata de (NH4)2HPO4 (di-
hidrogeno-fosfato de aménio) a uma solugcéo aquosa de Ca(NOz3). (nitrato de célcio
tetrahidrato) e a posterior calcinacao dos pds precursores recuperados a 800°C para
B-TCP e a 1200°C, seguida de arrefecimento rapido até a temperatura ambiente

para a-TCP, conforme demonstrado na representacéo esquematica da figura 1.

Preparo de solugao Preparo de solugao
aquosa de Ca(NO,), x aquosa de(NH,),HPO,
4H,0 com pH entre 7,5-8,5

l

|

Mistura lenta das Envelhecimento da
solucdes sob agitacdo solucdo formada por 24 h
por 140 min. e formacao do precipitado

Secagem por Filtracao e lavagem

< 5 g
24h a 60°C do precipitado

Hidroxiapatita deficiente
em calcio (HaDC)

L

Calcinacdo a 800°C por 12 h
com taxa de aquecimento
de 5°C/min para B-TCP e a

1200°C por 4 h com taxa de
aquecimento de 5°C/min
para o-TCP

Figura 1 - Representacdo esquematica das etapas de sintese do B e a TCP.

A obtencdo dos fosfatos tricélcicos (B e a) foi baseada na metodologia
estabelecida por Darmstadt (2003) através de sintese por precipitacdo quimica onde
o controle da faixa de pH de precipitacdo é de fundamental importancia. O pH deve
ser mantido entre 7,5 e 8,5 para a obtencdo de um material mais puro, sem a

presenca de pirofosfato de calcio, que se forma em faixa de pH &cido (LEE, 2013).
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Esta metodologia tem como principal vantagem ser relativamente simples e

de baixo custo, o que torna possivel sua exploracdo em escala industrial. O método

compreendeu:

a)

b)

d)

Adicdo de uma solucdo aquosa (solucdo 1) de Ca(NOs3)2 x 4H2O a uma
solugdo aquosa (solugcdo 2) de (NH4)2HPOs, em bequer de vidro de
500mL, sendo mantida sob agitacdo, em agitador magnético, por 140
minutos. A concentracdo das solucbes foi ajustada para se obter uma
propor¢cao molar de Ca/P de exatamente 1,5. A solugédo 1 foi obtida pela
dissolugdo, em ultrassom de banho por 10 minutos, de 68,37 g de
Ca(NO3)2 x 4H20 (Synth) em 200 mL de agua destilada; a solucao 2 foi
obtida pela dissolucéo, sob agitacédo e aquecimento a 37°C, de 33,01 g de
(NH4)2HPO4 (Synth). O pH da solugédo de (NH4):HPO4 deve ser alcalino,
sendo ajustado pela adicdo lenta e sob agitacdo de uma solucdo de
NH4OH 25% (Synth) para garantir a formacao do precipitado.
Envelhecimento do precipitado obtido por 24 horas, para garantir a total
precipitacdo de todas as particulas em suspensao.

A proxima etapa foi a filtracdo, lavagem e secagem dos precipitados. A
secagem se deu em estufa a temperatura de 60°C por um periodo de 24
horas.

Calcinacao do precipitado foi realizada em forno Pechini, a 800°C por 12
horas, com taxa de aquecimento de 5°C/min, e posterior arrefecimento a
temperatura ambiente no interior do forno para obtencdo de um po fino, de
particulas submicrométricas de B-TCP e calcina¢do a 1200°C, seguida de
arrefecimento rapido até a temperatura ambiente, em dessecador a vacuo,

para obtencao do a-TCP. A figura 2 ilustra as etapas do processo.

luggo ‘Z‘”"i”PO‘ pH entre 7.5-85 Solugdo 1 Ca(NO3)2 x Mistura lenta das solugdes Apés o envelhecimento da solugdo por24h,  Calcinagdo a 800°C por 12 h para B-TCP e

4H20 em ultrassom filtragem, lavagem e recolhimento do precipitado 1200°C por 4 h para a-TCP, taxa de 5°
C/min.

Figura 2 - llustracdo das etapas do processo de obtencdo nas nanoparticulas de -
TCP e a-TCP
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Os poés obtidos foram caracterizados por DRX, EDX, MEV e UV-VIS a fim
avaliar a composicdo elementar, fases formadas, morfologia e tamanho de particulas
e a presenca de contaminantes. Parte do p6 de B-TCP obtidos na etapa de secagem
apos filtracdo foi reservada para ser aplicado em uma das metodologias de

dopagem.

3.1.1 Sintese de nanoparticulas de prata

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) foi realizada através da
irradiacdo de micro ondas em solucao aquosa de nitrato de prata e citrato de sodio,
utilizando uma solugdo de formaldeido a 37% como agente redutor. Esta sintese
descrita por YIN (2003) é capaz de produzir nanoparticulas em grandes
concentracfes e com distribuicdo de tamanho em escala hanométrica e homogénea.
Nesta sintese, solucdes de citrato de sbédio e nitrato de prata sdo misturadas, em
bequer de vidro, de modo que um citrato metalico de prata (AgsCsHsO7) seja
formado, em seguida é adicionado o formaldeido, e entdo esta solucao resultante
levada ao micro ondas por 2 minutos a 90°C. Nesta etapa, as moléculas de
AgzCeHs0O7 séo reduzidas pelo formaldeido e formam as nanoparticulas coloidais em
solugdo, o AgsCsHsO7 em excesso é entdo precipitado. Em seu trabalho, YIN (2003)
conduziu oito experimentos testando algumas condi¢cdes de concentracdo de
reagentes e tempo de irradiacdo, avaliando sua influéncia na conversao de prata em
AgNPs e no tamanho de particula resultante. Dentre as varidveis analisadas, as
solucdes de nitrato de prata e citrato de sodio em contracdes de 0,1M e formaldeido
em 1,5M expostas por 2 minutos na irradiacdo de micro ondas a 90°C, foram as
variaveis que obtiveram as melhores respostas, resultando em AgNPs com fator de
conversdo de 98% e uma distribuicdo granulométrica de aproximadamente 24nm.
Sendo assim, esta foi a condi¢cdo adotada para a sintese das nanopatrticulas.

Neste trabalho, a sintese foi feita em reator cilindrico de teflon adaptado a um
forno de microondas doméstico, ao qual foram adicionados na seguinte ordem: 50 ml
de solucao de citrato de sédio (Sigma-Aldrich), 50 ml de solu¢cdo de AgNOz 0,1M e

10,91 ml de formaldeido a 37% (Synth). As solugfes, com excec¢do do formaldeido a
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37%, foram preparadas previamente e dispersadas em banho ultrassoénico,
UltraCleaner 1400A, por 2 minutos antes de serem misturados no reator.
O reator foi entdo lacrado e levado ao forno micro-ondas, por 2 minutos a

temperatura de 90°C, figura 3.

Figura 3 - Fotografia do forno micro-ondas adaptado para reator de teflon para
sintese de AgNPs.

O material foi removido do reator, transferido para um béquer de vidro de 500
mL, agitado em agitador magnético e levado a um banho ultrassénico, UltraCleaner
1400 A, por 30 minutos a fim de dispersar todas nanoparticulas produzidas, gerando
uma solucdo homogénea.

A solucdo de AgNPs foi entdo guardada em um recipiente fechado e fora da
luz, para entdo ser utilizada na etapa de dopagem do B-TCP. Todo processo pode

ser facilmente analisado na representacdo esquematica da figura 4.
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Dissolugdo de Dissolugdo de AgNO3
Na;CeHs;O em H20 em em H20 em
ultrassom de banho ultrassom de banho

|

Mistura lenta das Adigao de Formaldeido
solugdes reator de > 37% a mistura no reator
teflon de teflon

\

Irradiagdo do material em
microondas por 2 min. a
90°C

Dispersdo do material
em ultrassom

AgNPs coloidal

Figura 4 - Representacdo esquematica das etapas de obtencdo de nanoparticulas
coloidais de prata.

3.1.2 Sintese de B-TCP dopado com nanoparticulas de prata

Para a dopagem do B-TCP com as AgNPs, foi adotada metodologia por
processo de imersdo dos pos obtidos que € realizada utilizando o B-TCP ja
calcinado, conforme representacdo esquematica da figura 5. Trata-se de uma
metodologia simples que nao utiliza equipamentos sofisticados e complexos, 0 que
viabiliza uma futura transformacdo desta escala laboratorial em uma producao

industrial, visto que seria necessario apenas um reator com agitacao.
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1gp-TCP

SOL1 SOL2 SOL3 SoL4 SOL5

Agitagdopor3h
J
Centrifugacdoe
lavagem

Estufa’50°C 24h

| AgB-TCP H Caracterizagdo |

Figura 5 - Representacao esquematica do processo de dopagem do B-TCP com as
AgNPs.

Para a obtencdo dos compésitos foi utilizado um método de imersdo descrito
por ANDRADE (2013), onde o p6 foi adicionado a uma solucdo contendo diferentes
concentracfes de nanoparticulas de prata. Neste método, o po fica sob agitacédo
nesta solucdo por 3 horas para promover interacdes entre os materiais. A dopagem
ocorre entdo, através de mecanismos de absorcéo, adsor¢cdo e ainda troca ionica
entre ions de prata e calcio.

Na sintese do compdsito, cinco aliquotas de 1g de B-TCP foram pesadas em
balanca analitica e cada uma delas foi adicionada em um béquer sob agitacéao

contendo em cada um deles as seguintes solu¢des descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Solugdes preparadas para dopagem de B-TCP com AgNPs.

Solucéo Conteudo
20ml

10ml H20 - 10ml AgNPs
15ml H20 - 5ml AgNPs
17,5ml 4gua - 2,5 ml AgNPs
18,75ml agua -1,25ml AgNPs
19,375ml 4gua - 0,625ml AgNPs

a A W DN B
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Apo6s o periodo de 3 horas as solucdes foram deixadas em repouso por 2
horas e, entdo, o sobrenadante foi destinado a caracterizagdo para avaliar a
guantidade de prata absorvida comparando com a aliquota da solucdo separada
antes da imersao do po6, o precipitado foi lavado e centrifugado para a remocéo do
citrato de sddio, citrato de prata, ions, contaminantes e das AgNPs que néo
interagiram.

O po seco foi caracterizado por EDX, MEV, DRX e UV-VIS a fim avaliar a
composicdo elementar, fases formadas, morfologia e tamanho de particula e

presenca de contaminantes.

3.2 Obtencao de nanoparticulas de ZnB-TCP

A sintese do B-TCP com Zn*2 em sua estrutura foi realizada seguindo a rota
de precipitacdo quimica, onde foram preparadas solucdes de 41,24g Ca(NO3)> X
4H,O (Synth) contendo 0,1 mol/L (9,47 g) de Zn(NO3)2 x 6H.O (Synth) e uma
solugdo aquosa de 19,92 g de (NH4)2HPO4 (Synth) (ARAUJO et al., 2007). A
concentracdo das solucdes foi ajustada de forma a se obter uma proporcdo molar de
Ca/P de exatamente 1,5. As duas solucdes formadas foram misturadas lentamente,
em béquer de vidro de 500 mL, a solugéo de (NH4)2HPO4 com velocidade controlada
de 20 rpm. A reacao foi conduzida a temperatura ambiente, com agitacdo vigorosa
para homogeneizar, e mantendo-se o pH da solucéo entre 7,5 e 8,5 com a adi¢do de
NH4OH 25% (Synth). O material foi mantido em repouso por 24 horas e apos este
periodo a suspenséo foi lavada com agua deionizada e posteriormente filtrada. O
material foi seco em estufa a 60°C por 24 horas, entdo o pé resultante foi calcinado
em forno Pechini a temperatura de 800°C durante o periodo de 12 horas, com taxa
de aquecimento de 5°C/min, com posterior arrefecimento a temperatura ambiente no
interior do forno para obtencdo de um po fino de ZnB-TCP, conforme esquema da
figura 6. O po resultante foi encaminhado para caracteriza¢do por DRX a fim avaliar

a composicao elementar e a presenca de contaminantes.
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Preparo de solugao Preparo de solugao aquosa
aquosa de Ca(NO;), x de(NH,),HPO, com pH entre

4H,0 + Solugdo 0,1 7,5-8,5 com adigao de
mol/L Zn(NO3)2 x 6H20 NH40H 25%

< J
!

Mistura lenta das Envelhecimento da
solugdes sob agitagdo solugdo formada por 24 h
por 140 min . e formagédo do precipitado

Secagem por Filtragdo e lavagem

@
24h a 60°C do precipitado

Calcinagdo a 800°C por 12 h

com taxa de aquecimento ZnB-TCP

de 5°C/min

Figura 6 - Representagcédo esquematica da metodologia de obtengédo do Znp3-TCP.

3.3 Obtencao de nanoparticulas de TTCP (Fosfato Tetracalcico)

Fosfato tetracalcico € um tipo de fosfato que pode ser formado a altas
temperaturas (> 1300°C), é a Unica fase de fosfato de calcio com uma razdo molar
maior de Ca / P que a hidroxiapatita. Mostra moderada reatividade e solubilidade
guando combinado com fosfatos acidos de calcio, levando a formacdo de
hidroxiapatita em condic¢des fisiologicas, por isso tem sido amplamente estudado
como fosfato de auto-ajuste de calcio em cimentos para a regeneracdo 0ssea
(TAKAGI and CHOW, 2001; UEYAMA et al., 2001; LIU et al., 2003; MEDVECKY et
al., 2013). Portanto, o TTCP torna-se uma importante matéria prima a ser explorada
para fabricacdo de cimentos com alto desempenho in vivo.

No que se refere a sintese, existem principalmente duas abordagens. Uma é
a reacao de estado solido direto e a outra € uma reacdo por via Umida ou co-
precipitacdo. A reacdo em estado sélido a alta temperatura tem sido amplamente
utilizada na sintese de TTCP (MATSUYA et al., 1999; JALOTA, TAS and BHADURI,
2005; ROMEO and FANOVICH, 2008). Esta técnica baseia-se normalmente na
utilizacdo de misturas de reagentes em estado solido (razdo Ca / P de 2), seguido

por aquecimento até 1500°C por até 12 horas. Neste caso, o produto obtido pode
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incluir outras fases de fosfatos de calcio e até mesmo Oxido de célcio
(SAMUSKEVICH et al.,, 2003; BARRALET et al.,, 2002; HOSHIKAWA et al., 2003;
GUO et al., 2005). A abordagem por via Umida refere-se principalmente a reacéo de
co-precipitacdo. Neste caso, pode-se obter um TTCP de alta pureza a temperaturas
relativamente mais baixas.

Para compreensdo de todas as metodologias aplicadas nesta etapa do
trabalho, a representacdo esquematica das figuras 7 e 8 mostram todos os
processos realizados para a obtencdo das particulas de fosfato tetracalcico.
Diferentes metodologias foram empregadas e adaptadas para que se obtivesse este
material, sendo denominadas neste trabalho como Processo 1, 2 3 e 4,

respectivamente.

CaHPO, + CaCO,
(massas equimaolares)

(NH,),HPO, + CaCO,
(Ca/P=2)

CaCO, + NH,H,PO,
(razao 2:1)

Mistura dos materiais
(moagem) em
almofariz por1 h

Ativacaoem moinho
de alta energia por 6 h

Mistura dos materiais
(moagem) em
almofariz por1lh

Tratamento térmico a
1350°C por6 h

Secagemem estufa a
80°C por24 h

Tratamento térmicoa
1350°C por6 h

Moagem do material
em almofarizpor1lh

Tratamentotérmicoa
1400°C por6 h

Tratamento térmico a
1500°C por3 h

Caracterizagao

Figura 7 - Representacdo esquematica dos processos por reacdo de estado solido
(Processo 1, 2 e 3) para obtencéo de TTCP.
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Solugao (NH,),HPO, + Ajuste de pH até 11- o -

Solugdo Ca(NO;), x . Agitacdoda solucao

N —— 12 comsolugdode

4H,0 (razdoCa/P = 2) (NH.),CO por2 h

sob agitacdo e 60°C e

Filtracdoe tripla

Secagemem estufaa lavagemdo Repouso da solugdo

vacuoa 90°C por 24 h precipitado com por24h
alcool etilico

Tratamento térmicoa

1500°C por 8 h com Caracterizacdo

taxa de aquecimento

de 10°C/min

Figura 8 - Representacdo esquematica do processo de co-precipitacdo (Processo 4)
para obtencédo de TTCP.

Processo 1 — P1: Adaptando a metodologia proposta por Brown e Epstein (1965),
massas equimolares de CaHPO4 (5 g) e CaCOs (3,67 g), ambos da Synth, foram
pesadas e em seguida trituradas em almofariz durante uma hora. O po fino obtido foi
tratado termicamente em forno tipo zircao MEZ 17004 (figura 9) a temperatura de
1350°C por seis horas. O material obtido foi retirado a 900°C do forno, sendo
resfriado a temperatura ambiente em dessecador com vacuo. O pé resultante do
tratamento térmico anterior foi triturado em almofariz e calcinado a temperatura de
1500°C por trés horas. O material foi retirado do forno a 1000°C e resfriado a
temperatura ambiente em dessecador com vacuo. Como resultado, obteve-se um pé
fino de aspecto levemente azulado, o qual foi caracterizado por DRX a fim avaliar a
composicao elementar e a presenca de contaminantes. O material foi encaminhado
para caracterizacdo por MEV e analise granulométrica, também sendo caracterizado

guanto sua citotoxicidade.
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Figura 9 - Imagem Forno MEZ 17004 Linha Dental, Fortelab.
Fonte: http:Avww.fortelab.com.br

Processo 2 - P2:

Adaptando a metodologia proposta por Romeo & Fanovich (2007), misturas
homogéneas de CaCOs e (NH4)2HPO4, utilizando uma proporgdo molar Ca/P igual a
dois, foram realizadas e ativadas em moinho planetario de bancada de alta energia.
A mistura solida composta por 6,39 g de (NH4)2HPO4 (Synth) e 7,49 g de CaCOs
(Synth) foi suspensa em uma solucéo de alcool isopropilico (Synth) contendo 0,05%
de agua destilada, sendo posteriormente ativada em moinho de alta energia pelo
periodo de seis horas.a uma frequiéncia de 20 Hz. Para o tratamento mecanoquimico
foram utilizados recipientes e bolas de zircénia, mantendo a velocidade angular do
moinho, bem como as razGes de massa de meios de moagem/de massa sélido em
6,4 e a massa de solido/volume de alcool em 0,35 g/mL. Apds, material foi seco em
estufa a 80°C por 24 horas, sendo tratado termicamente em forno zircao MEZ 17004

a 1400°C por 6 horas. O material obtido foi analisado por difracdo de raios-X e MEV.

Processo 3 — P3: Seguindo a metodologia proposta por Sargin et al. (1997),
utilizando a razdo molar de 2:1, foram pesados 5 g de CaCOse 2,87 g de NHsH2PO4,
em seguida a mistura dos reagentes solidos foi triturada em almofariz durante uma
hora. O p6 fino obtido foi tratado termicamente em forno tipo zircao MEZ 17004 a

temperatura de 1350°C por seis horas. O material obtido foi retirado a 900°C do
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forno, sendo resfriado a temperatura ambiente em dessecador com vacuo. O po
resultante do tratamento térmico foi caracterizado por DRX e a fim avaliar a
composicao elementar e a presenca de contaminantes e MEV.

Processo 4 — P4: Este processo segue a metodologia descrita por Liao et al. (2014),
onde uma solucdo aquosa de (NH4)2HPO4 (Synth) foi lentamente vertida sobre uma
solucdo de Ca(NOs3)> x 4H>O (Synth), sob agitacdo e aquecimento a 60°C,
respeitando uma relacdo molar Ca/P igual a dois. O pH da solucdo madura foi
ajustado para 11-12 por adicdo de uma solucéo de carbonato de amdénio (NH4)2COs3
(26-28% em volume). A solucdo foi mantida sob agitagcdo por duas horas, e em
seguida deixada em repouso durante 24 horas. ApoOs este periodo, o material foi
filtrado, passando por uma tripla lavagem com alcool etilico. O precipitado foi seco
em estufa a vacuo a temperatura de 90°C por 24 horas. A mistura formada por nano
hidroxiapatita e nano carbonato de calcio foi tratada termicamente a temperatura de
1500°C, por oito horas com uma taxa de aquecimento de 10°C/minuto. O produto foi
rapidamente resfriado em dessecador com vacuo. O p6 resultante foi encaminhado
para caracterizacdo por DRX a fim avaliar a composicédo elementar e a presenca de
contaminantes e, também, foi analisado por MEV e teve sua granulometria

determinada.

3.4 Técnicas de Caracterizacao

3.4.1 Especteroscopia de Fluorescéncia de Energia Dispersiva - EDX

Espectrdbmetro por energia dispersiva determina qualitativamente 0s
elementos presentes em uma determinada amostra e da indicios quantitativos de
porcentagem elementar dos elementos inorganicos detectaveis. Isto é possivel
através da aplicacao de raios X na superficie da amostra e a posterior analise da
energia dispersada (fluorescéncia). A técnica de fluorescéncia de raios X € néao
destrutiva e se aplica a todos os tipos de amostras, incluindo sdlidos, liquidos e pés.
A limitacdo é a faixa de leitura que ndo compreende elementos organicos (C, H, O,
N). A analise foi realizada em um espectrémetro (EDX-720 — SHIMADZU), no
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laboratério do curso de Engenharia de Materiais do CDTec da UFPEI, a fim de
avaliar se os processos de dopagem foram eficientes, analisando a presenca e o

teor de prata.

3.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Para avaliar o tamanho e morfologia de particula, técnicas de microscopia sao
utilizadas. Quando estruturas sdo pequenas demais ou finas demais, a visualizagéo
de sua morfologia ndo é possivel em microscopios 6ticos, pois estes conseguem
aumentos de até 2000 vezes. Sendo assim, uma técnica mais sofisticada e de maior
poder de aumento é requerida, como o caso da microscopia eletronica de varredura
(MEV). Esta técnica forma imagens do material analisado através de um feixe de
elétrons e ndo através de radiacao de luz (CALLISTER, 2008).

No preparo das amostras, uma pequena quantidade do p6 desaglomerado foi
fixada no stub com fita de carbono, sendo levada posteriormente ao sputtering
DESK V Denton Vacuum para ser revestido com ouro, a fim de tornar o material
condutivo para que a amostra possa interagir com o0s elétrons e assim gerar
imagens. Amostras dos materiais obtidos foram analisadas a fim de avaliar o nivel
de agregacdo dos poés, sua morfologia, seu tamanho aproximado de particula ou
agregados e, ainda, a presenca de microporosidade, no Microscépio Eletronico de
varredura do Centro de Microscopia Eletrénica do Sul (CEME-SUL) da Fundacao

Universidade do Rio Grande.

3.4.3 Difracéo de raios-x - DRX

A difracdo de raios-X € uma técnica utilizada para obter as caracteristicas
estruturais de materiais, permitindo determinar as fases cristalinas do mesmo. O
funcionamento do difratbmetro consiste basicamente na geracdo de raios-X através
do bombardeamento de elétrons em um alvo metalico, cobre para este equipamento,
fazendo com que os elétrons das camadas mais internas sejam ejetados do atomo
constituinte do metal, e consegientemente, os elétrons das camadas externas
decaem, liberando energia, ou seja, emitindo os raios-X. Na analise se obtém um

registro grafico dos sinais, que as reflexdes originam, nos detectores eletronicos de
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radiacdo. Os raios-X atingem a amostra e sdo espalhados coerentemente obtendo-
se as informacdes citadas (BLEICHER; SASAKI, 2000).

Esta técnica foi utilizada a fim de se identificar a estrutura do material, sua
composicao de fases e tamanho dos cristalitos e confirmar a obtengdo do B-TCP. As
analises de difracao de raios X foram realizadas em um difratdmetro Shimadzu XRD
6000, no CDTec da UFPel.

3.4.4 Espectroscopia UV Visivel — UV-VIS

Para avaliar a dopagem de prata pelo B-TCP foram realizadas andlises de
espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis nas solucdes resultantes do processo de
imersdo e nas solugbes de partida. As analises foram realizadas em um
Espectrofotometro UV-VIS da marca Agilent Technologies, modelo Cary 100. Esta
técnica é utilizada para obter informacdes sobre a absor¢cdo ou transmisséo de uma
amostra. A amostra € posicionada no caminho 6ptico de uma fonte de luz UV-Vis.
Esta passa pela amostra em uma determinada faixa de comprimentos de ondas e
entdo o equipamento quantifica o quanto de luz é absorvida ou transmitida pela
amostra. Esta técnica € muito pratica devido a sua robustez, custo relativamente

baixo e do grande numero de aplicacdes.

3.4.5 Granulometria

Para determinar as dimensdes das diferentes particulas de obtidas foi usada
uma técnica que tem por base a difracdo de raios laser. Através do granulémetro
Cilas 1064 liquid, com alcance 0.04 um - 500.00 um / 100 Classes, do CEDETec da
UFPel, foi possivel obter o valor da distribuicdo granulométrica através do padréao de
difracdo gerado pelas particulas dispersas em meio aquoso quando interceptadas
por um feixe laser. A figura 10 representa um esquema simples desta técnica, onde
se mostra a introducdo das particulas no meio aquoso e a intercepcdo pelo feixe

laser e o padréao de difracdo que € captado no detector.
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Figura 10 - Esquema simplificado da técnica para determinacdo da distribuicdo
granulométrica.

3.4.6 Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Nucleo de Biologia Celular e
Tecidual (NCT-BIO) na Faculdade de Odontologia da UFPel. Uma linhagem celular
de fibroblastos de ratos L929 foi utilizada. O meio de cultura celular utilizado foi o
DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 2% Lglutamina, penicilina (100U/ml) e estreptomicina (100mg/ml). Em
cada poco teste de uma placa de 96 pocos foram colocados 2x104 células em 200yl
de DMEM acrescido de 10% de SFB. A placa foi incubada em uma estufa de CO:
com controle de temperatura e pressado, em ambiente Umido a 37°C, 95% de ar e 5%
de CO:z por 24h de forma a permitir a adeséo das células no fundo da placa de
cultivo. O ensaio foi realizado de acordo com a ISO 10993-5 (2009). Amostras da
Hidroxiapatita, e de TTCP 1500°C 3h (Processo 1 — Amostra B), TTCP 1350°C 6h
(Processo 3 — Amostra C), TTCP 1500°C 8h (Processo 4 — Amostra E) foram
solubilizadas em meio DMEM em uma concentracdo de 10% e colocados em uma
placa de 24 pocos, sendo armazenados a 37°C em pH 7.2. Apés 24 h, 200 uL de
cada solucdo foi transferida para a placa de 96 pocos contendo as células
previamente preparada. A placa foi incubada (37°C, 5% de CO32) por um periodo de
24h. Apo6s esse periodo, o meio foi sugado e foi aplicado a solugdo de WST-1
(Roche). Os resultados foram lidos em um espectrofotbmetro com um comprimento

de onda de 450nm, onde foram considerados os valores de absorbancia como
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indicador da viabilidade celular. A andlise estatistica foi feita no software SigmaPlot
12.2 (Systat Software In., San Jose, EUA) utilizando One-Way ANOVA (p=0.05).
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4 Resultados e Discusséao

4.1 Caracteriacfes Particulas de B-TCP e a-TCP

4.1.1 MEV

Utilizando a técnica de microscopia eletrbnica de varredura foi realizada uma
inspecao visual nos materiais obtidos, nelas, foram avaliadas questdées como
aspecto, forma, morfologia e tamanho. Para realizagcdo das analises, o material foi
previamente seco em estufa por 24h a 80°C e entdo uma pequena aliquota de po foi
colocada diretamente sobre o stub com fita de carbono. Foram feitas imagens dos
precursores, hidroxiapatita deficiente em calcio, B-TCP e de 3 amostras de cada
metodologia, solucdo 1, 3 e 5 de cada grupo. Como dentre as amostras obtidas
pelas metodologias ndo ocorreu mudanca morfologica visualmente significativa, se
utilizou uma micrografia representando cada metodologia.

Na micrografia da figura 11, podemos vizualizar particulas de hidroxiapatita
deficiente em calcio, obtida por precipitacdo e antes do processo de calcinacéo. Este
foi o material de partida. Como podemos perceber, o material ndo apresenta forma
definida e esta bem aglomerado, pois passou por um processo de secagem e nao foi
disperso antes de ser utilizado nas metodologias nem no prepado da amostra para
realizar a microscopia. Como o material é aglomerado, ou seja, ndo esta ligado
guimicamente, ele foi utilizado desta maneira diretamente, pois como as particulas
sdo ligadas entre sim apenas por interacdes fisicas, no processo de diluicdo nas
solucdes contendo os ions de prata estas se desfazem, restando apenas o material

dissolvido e disperso nas solucfes, uma vez que ambos sdo solluveis em agua.
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Figura 11 - Micrografia da vista geral das particulas de hidroxiapatita deficientes em
calcio.

Para uma melhor avalizacdo, na figura 12, observamos o mesmo material
com uma maior aproximacao, e nela visualizamos que ainda nao existe uma forma
de particula definida, apenas um aglomerado de material que se transformara em
particulas apo6s o processo de calcinacdo, onde se consolidardo as ligacdes
guimicas e onde ocorrera a eliminacao de impurezas que possam estar presentes no

material, devido a contaminantes, tanto de reagentes como dos processos.
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Figura 12 - Micrografia da Hidroxiapatira deficiente em calcio, 11000x.

Apdés o processo de calcinacdo que foi realizado na hidroxiapatita deficiente
em calcio, o que observamos é o material da figura 13, o B-TCP, onde ja é possivel
definir a presenca de particulas esféricas agregadas. Isso ocorre devido ao processo
de coalescéncia provocado pela sinterizacdo. Esse processo gera condicfes para a
formacédo de pescocos, ou seja , é fornecido energia suficiente para a consolidacao
do material, e também, para a formacdo de agregados e juncédo de particulas por
possiveis ligacbes quimicas. Como o material esta apresentado em agregados
pequenos, ndo se faz necessario 0 uso de técnicas como a de moagem para
desagregar o material, podendo este ser utilizado na aplicagdo proposta diretamente

apos a sintese.
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Figura 13 - Micrografia das particulas de B-TCP.

Na figura 14 vemos que ocorreu a formacdo de agregados micromeétricos
formados por particulas extremamente pequenas, provavelmente nanométricas.
Essa morfologia ocorreu devido ao fato de que no processo de dopagem, o B-TCP
previamente calcinado € dissolvido e ndo passa por novo processo de tratamento
térmico que favoreca o crescimento de particulas, apenas secagem em estufa, o
gual ndo fornece energia suficiente para que isso aconteca. Assim apenas pequenas
interacdes fisicas e quimicas, uniram essas particulas nestes agregados. Outro fator
importante e que é benéfico para a aplicacdo pretendida, é que em sua formacao, os
agregados deixam espacos vazios, gerando particulas porosas. Isso acarreta em um
material com menor densidade o que € muito util para aplicagcdo como biomaterial.
Vale ressaltar também gque ndo foram observadas particulas de prata, 0 que € um
indicio de que no processo a prata continuou em sua forma nanométrica, pois com o

microscopio ndo seria possivel visualiza-las devido a sua resolucéo.
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Figura 14 - Micrografia do B-TCP dopado com prata.

4.1.2 EDX

Com o auxilio da técnica de espectroscopia de fluorescéncia por energia
dispersiva, foi possivel comprovar que o método de imerséo utilizado na dopagem
do material com prata foi eficiente, uma vez que em todas as amostras testadas,
foram observadas a presenca deste elemento na composicédo elementar. Na tabela 2
verificamos os resultados para metodologia empregada, foi possivel analisar que o
processo de lavagem e calcinagcdo ndo foi capaz de remover o cloro em sua
totalidade. Para contornar isto, um reagente alternativo pode ser utilizado, como o
nitrato de célcio, pois os excedentes de reacdo formado (NOx) sdo mais facilmente
removidos no processo de queima.Vale ressaltar aqui que estes resultados néo
confirmam a presenca da prata em dimensado nanomeétrica, apenas a presenca de
ions de prata, podendo estes estarem presente em dimensdes nano ou

micrométricas ou ainda em grandes aglomerados. Os resultados obtidos pelo
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equipamento utilizado s&o qualitativos, com aproximagfes quantitativas, pois o
mesmo n&o tem poder de quantificar com precisdo 0s elementos presentes. Sendo
assim, esta analise serviu apenas para validar o método de dopagem, mostrando
que a prata das solugbes testadas consegue ser absorvida pelo B-TCP pelo método

de imersao proposto.

Tabela 2 - Andlise de composicao quimica das amostras

Amostra % Ag %ClI
soll 7,459 4,748
sol2 4,272 5,338
sol3 2,223 5,380
sol4 0,997 6,740
sol5 0,579 6,474
4.1.3 DRX

Com o auxilio da andlise de difracdo por raio-x, foram identificadas as fases
formadas nos materiais obtidos. Na figura 15, observamos os difratogramas para a
hidroxiapatita deficiente em calcio, e para o B-TCP obtidos pelo processo de
precipitacéo e posterior calcinacdo. No grafico, podemos observar a formacao do B —
TCP ap0Os o tratamento térmico realizado na hidroxiapatira deficiente em calcio.
Neste material, foram identificados fases de B-TCP (fase majoritaria), a-TCP e (-
pirofostato de calcio (fases minoritarias). A pureza total do B-TCP néao foi alcancada
por este método pois o tratamento térmico pode ter sido excessivo, e neste caso,
ocorreu a formacdo da fase alfa, que se forma a maiores temperaturas. Quanto a
presencga de -pirofostato de célcio, esta ocorreu devido a utilizacdo de reagente que
acidificam o meio de precipitacdo, como o cloreto de calcio favorecendo a
precipitacdo desta fase preferencialmente. Os picos foram identificados
comparando-os com as fichas cristalograficas JCPDS 09-169 para o 3-TCP, JCPDS
09-346 para o B- pirtofosfato de célcio e JCPDS 09-0348 para o a-TCP.
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Figura 15 - Difratograma de raio-x comparativo entre HA deficiente em calcio e B-
TCP.

Na figura 16 visualizamos o difratograma obtido nas analises das amostras
para 3 concentracdes de nanoparticulas de prata (Sol 1, 3 e 5), nele, observamos
ainda a reducao dos picos de nanoparticulas (w) conforme a solucdo fica menos
concentrada, menor quantidade de prata disponivel para absorcao. Nestes
difratogramas também observamos que o material obtido na metodologia empregada
€ um composto rico em B-TCP, dopado com nanoparticulas de prata, porém com
fases indesejadas e minoritarias de a-TCP e B-pirofostato de célcio. A identificacéo
foi feita através de comparacdo dos picos encontrados com os picos das fichas
cristalogréaficas JCPDS 09-169 para o B-TCP, JCPDS 09-346 para o beta pirtofosfato
de calcio, JCPDS 09-0348 para o a-TCP e JCPDS 04-783 para as nanoparticulas de

prata.
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Figura 16 - Difratograma de raio-x comparativo entre 3-TCP dopado com AgNPs da
metodologia 1 em diferentes solucdes.

4.1.4 UV-Vis

As solucbes produzidas com nanoparticulas de prata foram analisadas por
espectrofotometria na regido do ultravioleta — visivel na faixa de comprimento de
onda entre 300 e 600 nm. Nesta analise, foi avaliado o comprimento de onda da
banda plasménica das AgNPs, que deve ser observada na regido de 350-450 nm,
para que se comprove a obtencdo da prata em dimensfes manométricas (NETO,
2010). Este comprimento de onda pode variar nesta faixa, pois depende do quanto
as nanoparticulas estdo agregadas, de sua morfologia e tamanho das
nanoparticulas obtidas. Desse modo, podemos observar na figura 17 os espectros
obtidos para as solu¢cdes de nanoparticulas de prata, onde observamos uma
reducdo no pico conforme o decréscimo na concentracdo de prata nas solucdes

produzidas por diluicdo da solucéo originaria da sintese proposta.
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Figura 17 - Gréfico do espectro UV-Vis das solucdes de AgNPs.

Para avaliar a eficiéncia da absorcdo de nanoparticulas de prata, foi feita a
caracterizacdo comparando as solucbes apds as 2 horas do processo de imersao
nas solucdes padrbes (Sol 1, 2, 4, e 5).

Abaixo, na figura 18 podemos constatar que o B-TCP na dopagem se mostrou
eficiente, pois ocorreu uma reducéo significativa do pico de AgNPs, indicando que

uma boa quantidade de nanoparticulas foi removida da solucao.
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Figura 18 - Grafico do espectro UV-Vis do processo de absor¢cdo da metodologia
adotada (azul) para a solucéo 1.

O mesmo ocorre para a solucdo 2, onde a absorcédo de prata foi maior, como

podemos observar na maior reducao do pico azul no grafico da figura 19.
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Figura 19 - Grafico do espectro UV-Vis do processo de absor¢cdo da metodologia
adotada (azul) para a solucéo 2.

Ja nas figuras 20 e 21, para as solucdes menos concentradas, Sol 4 e Sol 5,
percebe-se um comportamento diferente, pois o material utilizado na metodologia
adotada absorveu uma menor quantidade de AgNPs, como podemos analisar nos

graficos.
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Figura 20 - Grafico do espectro UV-Vis do processo de absor¢cdo da metodologia
adotada (azul) para a solucéo 4.
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Figura 21 - Gréfico do espectro UV-Vis do processo de absorcdo da metodologia
adotada (azul) para a solucéo 5.
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4.2 Caracterizagcbes do ZnB-TCP

4.2.1 DRX

Com o auxilio de um difratbmetro Shimadzu XRD 6000 a analise de difracdo
de raios X foi realizada, identificando as fases formadas no material obtido. A figura
22 mostra o difratograma do material submetido ao tratamento térmico de 800°C por
12 horas, onde observamos que ha a formacdo de fosfatos de zinco quando
comparamos com o padrdao de difracdo JCPDS 048-1196 de Cai9Znz(POas)14
sugerindo que a sintese deste material foi realizada com sucesso. Ainda,
comparando com o padréo de difracdo das fichas JCPDS 09-0432 da hidroxiapatita,
JCPDS 36-1451 do CaO e JCPDS 32-0176 do B-TCP, percebemos que ha formacéo
destes materiais, 0 que também é relatado por alguns autores. Sogo et al. (2005)
ndo descartam a possibilidade de que ao dopar HAP com Zn?* parte do zinco possa
nao ser incorporada a matriz do material e precipite na forma de 6xido de zinco.
Costa et al. (2004) relataram que a HAP deficiente em célcio contendo Zn*?

decompdem-se em Cai1oZn2(PO4)14.

I(a.u)

HA

20

Figura 22 - Difratograma do Zn3-TCP submetido a temperatura de 800°C por 12 h,
comparado JCPDS 048-1196 de Cal9zn2(PO4)14, JCPDS 09-0432 da
hidroxiapatita, JCPDS 36-1451 do CaO e JCPDS 32-0176 do B-TCP.
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4.3 CaracteriacGes do Fosfato Tetracalcico (TTCP)

4.2.1 DRX

Com o auxilio de um difratbmetro Shimadzu XRD 6000 as andlises de
difrac&o de raios X formam realizadas, identificando as fases formadas nos materiais
obtidos nos diferentes processos. A figura 23 mostra o difratograma do material
submetido ao tratamento térmico inicial de 1350°C por seis horas no processo 1,
onde observamos que a esta temperatura ndo ha a formacao de fosfatos, sugerindo
a persisténcia dos reagentes envolvidos no processo, bem como a formacdo de
oxido de célcio. Na figura 24, observamos o difratograma do material submetido a
temperatura de 1500°C por trés horas no processo 1 e por oito horas no processo 4.
Como pode ser observado no difratograma, quando comparados entre si e com a
com a ficha JCPDS 25-1137 padrdo do TTCP, a esta temperatura e a estas
condicBes foi possivel se obter o fosfato tetracéalcico. O padréo de difracéo do fosfato
tetracéalcico assemelha-se ao padréo de difracdo da hidroxiapatita (JCPDS 09-0432),
0 que indica que os dois sais estdo estruturalmente relacionados (SCHLEEDE,
SHIMIDT and KINDT, 1932; TROMEL and MITT, 1932). Também, se pode observar
gue a amostra apresenta ainda tracos de CaO e CaCOs, (JCPDS 29-0305 padréo do
CaCOs e JCPDS 37-1497) o que se deve as condigbes de resfriamento do material
gue exige atmosfera livre de umidade e queda brusca de temperatura para que nao
ocorra a formacéo de fases secundarias. A figura 25 compreende o difratograma da
amostra submetida a temperatura de 1400°C por seis horas no processo 2, como se
observa ndo houve a formacdo de TTCP, ficando evidente, pelo tipo de padrdo
apresentado e pelas fases detectadas, correspondentes aos reagentes utilizados e,
também, a provaveis contaminantes, que a reacdo mecanoquimica produzida pelo
mionho de alta energia ndo foi eficiente neste processo, provavelmente pelas
condicBes de desgaste e contaminacdo do equipamento utilizado. Na figura 26, no
difratograma do material submetido a temperatura de 1350°C por seis horas no
processo 3, podemos identificar os padrdes de difracdo do TTCP e da hidroxiapatita,

0 que se justifica pela semelhanca entre os padfes de difracdo destes. Também,
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nesta amostra ndo foram identificados tracos de CaCOz e CaO, o0 que evidencia a

eficiéncia do processo de queima e resfriamento.

*CaCoO,
6 CaO

I(a.u)
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Figura 23 - Difratograma da Hidroxiapatita deficiente em calcio submetida ao
tratamento térmico inicial de 1350°C para obtencdo do TTCP, JCPDS 25-1137

padrdo do TTCP, JCPDS 29-0305 padréo do CaCO3 e JCPDS 37-1497, Processo 1.
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Figura 24 - Difratograma do material submetido a temperatura de 1500°C para
obtencdo do TTCP, comparado com a ficha JCPDS 25-1137 padrdo do TTCP,
JCPDS 29-0305 padrdo do CaCO3 e JCPDS 37-1497, Processo 1 e Processo 4,

respectivamente.
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Figura 25 - Difratograma do material submetido a temperatura de 1400°C para

obtencao do TTCP, Processo 2.
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Figura 26 - Difratograma do material {CaCO3 e NH4H2PO4} submetido a
temperatura de 1350°C por 6h para obtencdo do TTCP, comparado com a ficha
JCPDS 25-1137 padrdo do TTCP e JCPDS 09-0432 padréao da HA, Processo 3.

4.2.2 Granulometria

Para determinar as dimensfes das diferentes particulas obtidas foi usada

uma técnica que tem por base a difracdo de raios laser. Através do granuldmetro foi
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possivel obter o valor da distribuicdo granulométrica através do padrdo de difracao
gerado pelas particulas dispersas em meio aquoso quando interceptadas por um
feixe laser.

A analise granulométrica foi realizada nas amostras de TTCP obtidas nos
Processos 1 e 4, respectivamente, como apresentado nas figuras 27 e 28, indicam
gue o material obtido no Processo 4 obteve uma distribuicdo e concentragdo de
particulas com homogeneidade de tamanho, j& na amostra obtida através do
Processo 1 houve uma maior variabilidade de tamanho de particulas, ndo ocorrendo

uma distribuicdo homogénea do material.
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Figura 27 - Padrdo de distribuicdo de particulas da amostra de TTCP obtida no
Processo 1.
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Figura 28 - Padrao de distribuicdo de particulas da amostra de TTCP obtida no
Processo 4.

4.2.3 Ensaio de Viabilidade Celular

A hidroxiapatita apresentou citotoxicidade de 83.3 £ 8.7 %, sendo similar
estatisticamente ao TTCP 1500°C 3h (Processo 1 — Amostra B) (77.4£17.1 %),
TTCP 1350°C 6h (Processo 3 — Amostra C) (105.4+25.4%) e TTCP 1500°C 8h
(Processo 4 — Amostra E) (82.8+5.5%) (p>0.05). A figura 29 representa o grafico da
viabilidade celular.
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Figura 29 - Viabilidade celular do TTCP quando comparado a hidroxiapatita. Todos
os grupos foram semelhantes estatisticamente (p>0.05).

4.2.4 MEV

Utilizando a técnica de microscopia eletronica de varredura foi realizada uma
inspecdo visual nos materiais obtidos, nelas, foram avaliadas questdes como
aspecto, forma, morfologia e tamanho. Para realizacdo das analises, o material foi
previamente seco em estufa por 24h a 80°C e entdo uma pequena aliquota de po foi
colocada diretamente sobre o stub com fita de carbono. Foram feitas imagens dos
materiais obtidos nos diferentes processos de obtencéo.

Na micrografia da figura 30, podemos vizualizar particulas de TTCP obtidas
no Processo 2 (Amostra 1). Como podemos perceber, o material ndo apresenta
forma definida e esta bem aglomerado. Como o material € aglomerado, ou seja, ndo
estd ligado quimicamente, sendo utilizado desta maneira diretamente, pois as

particulas séo ligadas entre si apenas por interacdes fisicas.
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Figura 30 - - Micrografia da vista geral das particulas de TTCP obtidas no Processo 2
(Amostra 1).

Na figura 31 observamos a presenca de particulas agregadas. Isso ocorre
devido ao processo de coalescéncia provocado pela sinterizacdo. Esse processo
gera condicbes para a formacdo de pescocos, ou seja , € fornecido energia
suficiente para a consolidacdo do material, e também, para a formacdo de
agregados, juncao de particulas por ligacdes quimicas. O processo de moagem leva
a reducdo do tamanho das particulas, entretanto também leva a mudancas
estruturais associadas a amorfizacdo da rede cristalina, ou seja, ha a producéo de
defeitos na estrutura cristalina original que leva a alteracdo das propriedades
guimicas estruturais do material obtido. A perda de cristalinidade, entretanto,

aumenta a reatividade dos materiais formados (Romeo & Fanovich, 2007).
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Figura 31 - Micrografia de agregado das particulas de TTCP obtidas no Processo 2
(Amostra 1).

Na figura 32 observamos a presenca de algumas particulas esféricas
agregadas de TTCP formadas durante o Processo 1. Isso ocorre devido ao processo
de coalescéncia provocado pela sinterizacdo. Esse nesse processo também pode
ser observado a formacédo de pescocos, ou seja , é fornecido energia suficiente para
a consolidacdo do material, e também, para a formacédo de agregados, juncdo de

particulas por possiveis ligacdes quimicas.
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Figura 32 - Micrografia de agregado das particulas de TTCP obtidas no Processo 1
(Amostra 2).

Nas figuras 33 e 34, verificamos nas micrografias das amostras obtidas no
Processo 4 (Amostra 3) que ocorreu a formacdo de agregados micrométricos
formados por particulas extremamente pequenas. Essa morfologia ocorreu
provavelmente porque o processo de tratamento térmico ndo favoreceu o
crescimento das particulas. Outro fator importante e que é benéfico para a aplicacao
pretendida, € que em sua formacédo, os agregados deixam espacos vazios, gerando
particulas porosas. Isso acarreta em um material com menor densidade o que pode

ser muito Gtil para aplicacdo como biomaterial.
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Figura 33 - Micrografia de agregado dasartl'cuas de TTCP obtidas no Processo 4

(Amostra 3).
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Figura 34 - Micrografia de agregado das particulas de TTCP obtidas no Processo 4
(Amostra 3).

Na figura 35 verificamos que no Processo 3 (Amostra 4) ocorreu a formacgao
de agregados formados por particulas micrométricas. Essa morfologia ocorreu
provavelmente porque o processo de tratamento, bem como a técnica utilizada,

favoreceu o crescimento das particulas.
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Figura 35 - Micrografia de agregado das particulas de TTCP obtidas no Processo 3
(Amostra 4).
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5 Concluséao

Com relacéo aos compostos formados pelo B-TCP, chega-se a conclusdo de
gue para concentragdes maiores de prata, o B-TCP mostra-se mais eficiente, com
um maior poder de absorcdo. A HA deficiente e calcio também mostra-se apta a
absorver as AgNPs, porém, mais eficientemente para concentracbes mais baixas.
Este fenbmeno ocorre, pois ela ainda ndo passou por um processo de tratamento
térmico, que possibilitaria a consolidacdo das ligacdes quimicas, sendo assim, de
certa forma é um composto menos estavel e logo, esta menos propicio a dopagem
por absor¢do, adsor¢do ou troca ibnica entre ions de prata e calcio.

No que se refere ao B-TCP dopado com zinco, percebemos através da
difracdo de raio-x que a sintese realizada teve sucesso, entretanto novas
caracterizacdes se fazem necessarias para podermos determinar a eficacia do
material obtido quando incorporado em compasitos odontoldgicos.

No que concerne ao TTCP, pode-se concluir que as metodologias
apresentadas, que tiveram a caracterizacdo por DRX realizadas, bem como um
resultado satisfatorio quanto a obtencdo dos materiais de interesse, se mostram
eficientes e desta forma poderdo ser exploradas em escala industrial para obtencéo
de fosfatos de interesse biologico. Em referéncia ao ensaio de viabilidade celular, os
materiais obtidos se mostram semelhantes ao controle utilizado, ndo apresentando
diferenca significativa, o que demonstra que os materiais obtidos e analisados nao
demonstram citoxicidade celular o que torna este material possivel de ser utilizado
em compositos de interesse bioldégico. Com relacdo ao tamanho de particula, o
Processo 4 se mostra mais eficiente na obtencdo de particulas menores e de
distribuicdo uniforme. Entretanto, outras caracterizacfes se fazem necessarias para
gue se possa afirmar que tanto as metodologias quanto os materiais obtidos podem
ter sucesso em aplicacdo e exploracao industrial.

Espera-se que o material obtido através das metodologias propostas, quando
aplicado em compdésitos odontolégicos possa potencializar os efeitos destes
materiais, podendo proporcionar efeito remineralizante, obliterante e/0u
antibacteriano localizado. Quanto a obtencdo em maiores escalas para aplicacéo
industrial, esta metodologia mostra-se viavel quando analisada em relacdo aos
processos e reagentes, uma vez que utiliza de processos simples e reagentes

acessiveis e de baixo custo, entretanto, a grande limitacdo encontra-se nas altas
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temperaturas de obtencdo dos materiais, bem como no processo de resfriamento

dos mesmos.
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