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RESUMO

O enxerto 0sseo autélogo é considerado a melhor opcéo entre os demais tipos, pois,
utiliza osso do préprio paciente, sendo considerado padrdo ouro para regeneracao,
seguranca e eficacia. Entretanto, possui limitacées relacionadas a quantidade de
material disponivel para a enxertia. A hidroxiapatita tem sido empregada cada vez
mais na medicina e odontologia como opcéo por ser um biomaterial que induz a
osteogénese, caracteristica relevante para a substituicio de ossos autélogos. Este
trabalho pretende obter pastilhas de hidroxiapatita porosa, confeccionadas a partir
de uma tecnologia inovadora, utilizando micro-ondas e impregnada de colageno
parcialmente hidrolisado (gelatina). O objetivo é desenvolver um biocompdsito para
ser utilizado como enxerto sintético e facilitar a proliferacédo celular. A hidroxiapatita
foi sintetizada por adi¢éo de &cido fosforico sobre uma solucao de cloreto de célcio,
transformada em pé cerdmico por aquecimento a 600 °C, impregnada com citrato de
calcio e posteriormente impregnada com colageno parcialmente hidrolisado. Foram
preparadas pastilhas porosas do biocompdsito por fusdo em moldes de gesso onde
foi utilizada energia de micro-ondas para desidratacédo e renaturacdo das fibras de
colageno parcialmente hidrolisado. As hidroxiapatitas foram submetidas a analises
por difracdo de raios X e espectroscopicas por FTIR, antes e apds incorporacao de
citrato de célcio e colageno, para caracterizacdo do biomaterial obtido. De acordo
com o que apresentaram o0s espectros de FTIR das amostras dos compdsitos de
hidroxiapatita / citrato de calcio, ndo foi possivel avaliar a interacdo entre as
estruturas cristalinas do citrato de calcio com a hidroxiapatita. O espectros de FTIR
das amostras dos compdsitos de hidroxiapatita (Rota 1) / gelatina sugere o
encapsulamento de parte das particulas da hidroxiapatita pela gelatina. O
Difratograma de Raios X do precipitado calcinado obtido pela rota de sintese 3

apresentou perfil cristalogréafico similar ao padrao ICSD-26204.

Palavras-chave: Materiais Biocompativeis; Hidroxiapatita; Implantes Biodegradaveis; Osteogénese.



ABSTRACT

The autologous bone graft is considered the best option among the other types, as it
uses the patient's own bone, being considered the gold standard for regeneration,
safety and efficacy. However, it has limitations related to the amount of material
available for grafting. Hydroxyapatite has been increasingly used in medicine and
dentistry as an option for being a biomaterial that induces osteogenesis, a relevant
characteristic for the replacement of autologous bones. This work intends to obtain
porous hydroxyapatite tablets, made from an innovative technology, using microwave
and impregnated with partially hydrolyzed collagen (gelatin). The goal is to develop a
biocomposite to be used as a synthetic graft and facilitate cell proliferation.
Hydroxyapatite was synthesized by adding phosphoric acid over a calcium chloride
solution, transformed into ceramic powder by heating at 600 °C, impregnated with
calcium citrate and subsequently impregnated with partially hydrolyzed collagen.
Porous pellets of the biocomposite were prepared by fusion in plaster molds where
microwave energy was used for dehydration and renaturation of the partially
hydrolyzed collagen fibers. The hydroxyapatites were submitted to X Ray Diffraction
and FTIR spectroscopic analysis, before and after incorporation of calcium citrate
and collagen, to characterize the biomaterial obtained. According to what presented
the FTIR spectra of the samples of the composites of hydroxyapatite / calcium citrate,
it was not possible to evaluate the interaction between the crystal structures of the
calcium citrate with the hydroxyapatite. The FTIR spectra of the samples of the
hydroxyapatite composites (Route 1) / gelatin suggests the encapsulation of part of
the hydroxyapatite particles by gelatin; The X Ray Diffractogram of the calcined
precipitate obtained by Synthesis route 3 presented a crystallographic profile similar
to the ICSD-26204.

Keywords: Biocompatible materials; Hydroxyapatite; Biodegradable implants; Osteogenesis
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos 40 anos, o desenvolvimento de novos materiais para uso
biomédico apresenta-se como uma das &reas mais promissoras da pesquisa
cientifica. Este movimento se deve principalmente a dois fatores: forte demanda da
sociedade urbana por novas terapias para o tratamento de doencas degenerativas,
traumas e tumores; e ao rapido desenvolvimento de novas técnicas de producéo e
caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas e biolégicas de biomateriais (YANG
et al., 2011).

Os Biomateriais, particularmente os substitutos 6sseos utilizados em cirurgia
ortopédica, traumatologica e maxilofacial, podem ser obtidos de origem natural ou
sintética e utilizados com o objetivo de tratar, aumentar ou restabelecer a funcéo de
qualquer tecido biolégico que tenha sido lesionado ou perdido (GUTIERRES et al.,
2006). Eles sédo classificados de acordo com a sua origem, mecanismo de agéo e
comportamento fisiolégico. Os biomateriais devem ser inertes do ponto de vista
farmacoldgico, ndo causar modificagbes fisicas no tecido onde estdo sendo
inseridos, nem causar reacfes alérgicas ou tipo corpo estranho, além de poderem
ser obtidos em quantidades e formas necessarias para o preenchimento do defeito a
ser corrigido, apresentando também propriedades biomecanicas, bioldgicas e fisico-
quimicas apropriadas (DIAS, 2014). Ademais, devem apresentar propriedades
fisicas e bioldégicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo a
estimular uma resposta adequada. Os biomateriais sintéticos utilizados para estes
fins podem ser metalicos, poliméricos, compadsitos, ceramicos ou vidros bioativos
(KAWACHI, 2000).

Devido a sua similaridade quimica e estrutural com a fase mineral presente
em 0ssos e dentes, a hidroxiapatita € o principal material de escolha para a
reposicdo do tecido 6sseo em aplicagbes meédicas, ortopédicas e odontoldgicas,
como recobrimento ou materiais densos. Trata-se de um material que apresenta
auséncia de toxicidade local e sistémica, auséncia de respostas inflamatorias e
aparente habilidade em se ligar ao tecido hospedeiro (GUASTALDI; APARECIDA,
2010). Porém, os biocompdsitos produzidos com pdos de hidroxiapatita apresentam

fracas propriedades mecéanicas que limitam seu uso em aplicagbes de suporte de
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carga. A sintese de corpos ceramicos de hidroxiapatita de alta densidade é uma
maneira de superar essa limitacdo (HENCH, 1991).

Ha quase um século a humanidade tem conhecimento da susceptibilidade
biolégica das apatitas. Em 1969 alguns pesquisadores na Florida propuseram um
vidro bioativo inspirado na liberacdo de Célcio (Ca) e Fésforo (P) que promoveria a
ligacdo do vidro com o osso (HENCH, 1991; RATNER, et al., 1996).

Os biomateriais para enxertia participam de processos de modelagem,
remodelagem e reparacdo do tecido 6sseo a ser formado e podem ser classificados
como osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores. Os osteogénicos sao
materiais organicos capazes de estimular a formacdo de osso diretamente a partir
de osteoblastos. Os osteoindutores sdo aqueles capazes de induzir a diferenciacao
de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos,
aumentando a formacéo 0ssea no local ou mesmo estimular a formacdo de 0sso em
um sitio heterotopico (URIST, 1965; URIST et al., 1985). Os materiais
osteocondutores (geralmente inorganicos) permitem o crescimento de um novo
tecido 6sseo na sua superficie, requerendo a presenca de tecido 6sseo pré-existente
como fonte de células osteoprogenitoras (MASTERS, 1988).

A sintese de uma mistura de Fosfato Tricalcio (B-TCP) e hidroxiapatita (HAp),
chamada de Fosfato de Célcio Bifasico (BCP) foi desenvolvida h& cerca de
cinquenta anos por grupos de pesquisa, que estudavam formas de viabilizar
comercialmente produtos contendo HAp, para procedimentos médicos reparadores
ou para substituicdo 6ssea. O BCP é um material bioativo, biocompativel com
tecidos duros, moles e cartilaginosos, podendo ser empregado em diferentes tecidos
do corpo humano (ésseo, cartilaginoso, conjuntivo e muscular). O mecanismo
fundamental de bioatividade do BCP envolve a dissolucdo, seguida da
reprecipitacdo em forma de uma hidroxiapatita carbonatada (DACULS, 2003).

O o0sso mineralizado consiste em uma matriz de proteina que compreende
predominantemente, mas nado exclusivamente, fibras de colageno tipo | que sao
dispostas em camadas e em feixes lineares orientados. Este andaime de matriz de
proteina é revestido com uma camada de mineral, predominantemente Fosfato de
Céalcio (CP) na forma de cristais de hidroxiapatita (WEINER, 1992; WEITZMANN,
2013). Os biomateriais a base de colageno associados a hidroxiapatita, apresentam

resultados promissores, pois essa associacdo intensifica a biomecénica e a
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bioatividade devido a semelhanca estrutural com a matriz extracelular 6ssea (KANE
et al., 2015), fornecendo assim suporte para adesao e proliferacdo dos osteoblastos
e células mesenquimais indiferenciadas (KANE et al., 2015). Além disso, estudos
demonstram que a unido desses biocompostos apresenta a capacidade de induzir a
diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos (LYONS et al.,, 2013;
LYONS et al., 2014, MURPHY et al.,, 2014). Essa capacidade de induzir a
osteogénese na auséncia da adicdo de fatores de crescimento ainda ndo esta bem
compreendida (KIKUCHI, 2013).

O enxerto 6sseo autdlogo é considerado padrdo ouro em termos de
regeneracdo, seguranca e eficacia, fornecendo substrato para novas células
osteogénicas, assim permitindo a cicatrizagdo e remodelagem do osso lesado
(GOMEZ-BARRENA et al., 2011). No entanto, a técnica induz dor, potencial infeccéo
e limitacdo do volume 6sseo doador, além de integracdo incompleta do o0sso
enxertado (DELLOVE et al., 2007). Neste sentido, biomateriais porosos estdo sendo
sintetizados para atuar como matrizes em que os tecidos adjacentes os envolvam e
crescam, permitindo a proliferagcdo celular, reparo e regeneracdo tecidual, sejam
estes de natureza 6ssea, muscular, endotelial ou vascular (HUBBELL, 1995;
CONSTANTINO, 1994).

Portanto, um dos grandes desafios para a medicina regenerativa e para o
sistema de saude é o de desenvolver materiais biomiméticos para procedimentos
em neurocirurgia, ortopedia, implantodontia e cirurgia buco-maxilo-facial com
eficiéncia igual ou superior ao enxerto autdlogo (CALAZANS-MAIA et al., 2017).

Desta forma, o objeto deste trabalho € verificar a viabilidade da obtencéo de
pastilhas de um biocompdésito poroso com alta resisténcia mecanica, utilizando pés
ceramicos de hidroxiapatita obtidos pelo processo de co-precipitacdo, impregnada
com colageno parcialmente hidrolisado (gelatina), solidificada e insolubilizada por
tratamento térmico utilizando micro-ondas, para obter um substrato que facilite o
crescimento de novas células osteogénicas no local do enxerto, que permita a

cicatrizagéo e a remodelagem de ossos lesados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter pastilhas porosas de alta resisténcia mecanica com um biocompdsito
de pds de hidroxiapatita obtida por co-precipitacdo, impregnado com colageno
parcialmente hidrolisado para uso em enxertia 6ssea como suporte de adeséo e

proliferacéo celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter p6 de hidroxiapatita cristalizado com tamanho de particulas
uniforme;

e Avaliar os métodos para conformacdo de corpos ceramicos verdes e
selecionar o mais adequado para a obtencao de pastilhas porosas de um
biocompadsito a partir de pds de hidroxiapatita;

e Avaliar e selecionar o método de secagem adequado para a obtencéo de
pastilhas porosas do biocompdésito sem defeitos estruturais;

e Avaliar o tempo de aquecimento em micro-ondas para a obtencdo de
pastilhas porosas do biocompdésito de hidroxiapatita com boa resisténcia
mecanica e insollveis em agua;

e Realizar ensaios de impregnacdo de colageno parcialmente hidrolisado
para obtencédo das pastilhas porosas do biocompaésito de hidroxiapatita;

e Caracterizar o biocompésito quanto a morfologia, estrutura, porosidade e

resisténcia mecanica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOMATERIAIS

Avancos significativos na ciéncia de biomateriais permitiram o
desenvolvimento de novos substitutos biol6gicos para a engenharia de tecidos. O
design e a fabricagdo do arcabougco tém papéis essenciais no projeto de
biomateriais, medicina regenerativa e engenharia de tecidos. Os biomateriais sao
estruturas ou andaimes sintéticos que permitem o crescimento de células em
implantes fisiologicamente funcionais (ARTAS et al., 2018).

Os materiais biolégicos, como enxertos de origem autdgena (retirada do
proprio individuo), tém sido utilizados a cada ano mais de 2 milhdes de cirurgias
ortopédicas (CALORI et al., 2011) e € considerado o padrdo ouro para uso como
biomaterial, gracas as propriedades favoraveis (osteogénese, osteoconducdo e
osteoinducéo), além de oferecer baixo risco de rejeicdo (ARTAS et al.,, 2018).
Contudo, o enxerto autdégeno apresenta certas limitacdes, como a localizacao de
retirada do enxerto, extensdo do enxerto e tamanho do defeito a ser reparado. Para
superar tais limitacdes, o0s materiais sintéticos tém sido empregados como
substitutos para restauracdo de tecido 6sseo, podendo até reduzir ou suspender o
uso do material de origem biolégica (FILHO, et al., 2007; SILVA, et al., 2011; LIMA,
et al., 2011, OCAK et al., 2017).

Os biomateriais sdo materiais que podem ter origem natural ou sintética, tém
sido empregados como dispositivos que entram em contato com o tecido biolégico,
objetivando reparar perdas teciduais, processos de degeneracdo ou funcdes
perdidas por traumatismo. Pesquisas apontam efeitos benéficos desses materiais,
apesar de serem comuns as respostas imunologicas do receptor, em maior ou
menor grau (HENKEL, 2013).

Um dos primeiros polimeros usados como biomaterial para engenharia de
tecido 6sseo foi baseado em um copolimero hidrolitico de acido polilatico-co-glicolico
(PLGA), mas seu uso para regeneracao de grandes defeitos dsseos foi controverso,
pois eventos inflamatérios foram observados (CHANG et al., 2013; BALDWIN et al.,
2019). Outros relatos da utilizagdo de materiais ceramicos, classificados como

biomateriais, foi por Albee em 1930, onde foi utilizada uma ceramica a base de
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fosfato tricalcico para regeneracéo de tecido 6sseo e neoformacdo 6ssea (ALBEE,
1930). Apenas 50 anos depois surgiram inumeros tipos de ceramicas a partir do
fosfato de calcio, como exemplo os materiais de implante em cirurgias na area de
medicina e odontologia. Inventar um andaime que imita de perto o 0sso natural em
estrutura, funcéo e propriedades mecanicas pode ter enormes implicacdes clinicas.
A pesquisa associada a necessidade clinica em dispositivos de implante désseo
melhorou nossa compreensdo da biologia da substituicdo Ossea, permitindo uma
selecdo, projeto e montagem mais informados de andaimes biocompativeis ( BISHT
et al., 2021).

As bioceramicas e pds ceramicos sao materiais que incluem Alumina,
Zirconia, Vidros Bioativos, Vitroceramicas, Hidroxiapatita (HAp), Fosfato Tricélcico
(TCP), Fosfatos de Célcio reabsorviveis, entre outros. Os pds ceramicos de Fosfato
de calcio tém sido usados na odontologia para preencher defeitos 6sseos, materiais
de reparo radicular, materiais de preenchimento apical, selagem de perfuracdes,
como cimentos endoddnticos e como auxiliares na regeneragdo, com certas
vantagens como biocompatibilidade, estabilidade dimensional e auséncia de
toxicidade. Eles tém uma compatibilidade com a hidroxiapatita 6ssea, uma atividade
osteocondutora intrinseca e tém uma capacidade de induzir respostas regenerativas
no corpo humano. Em Endodontia, podem ser amplamente classificados em Fosfato
de Calcio / Tricélcio / Base de Hidroxiapatita, Base de Silicato de Calcio ou misturas
de Silicato de Célcio e Fosfatos (RAGHAVENDRA et al., 2017).

Além dos biomateriais ceramicos, alguns materiais tém sido utilizados na
fabricacdo de arcaboucos, como o0s polimeros sintéticos: polietileno,
policaprolactona (PCL), &cido poli-l-lactico (PLLA), esponjas de poli epsilon-
caprolactoneco-L-lactideo (ROSETI et al., 2017; SOKOLOVA et al.,, 2020) e
polimeros naturais como o alginato, colageno, elastina, glicosaminoglicano,
quitosana e &cido hialurébnico (DAMADZADEH et al., 2010; GHAHRAMANPOOR et
al., 2011; SOHN, 2019). Este arcabouco desempenha um papel importante na
neoformacdo 0ssea, para isso, € preciso cumprir alguns requisitos, como ter uma
alta porosidade, tamanho de poros adequados, superficies pertinentes para a
adesdo celular, diferenciagéo, proliferacdo, bem como ser biocompativel e integral

para manter a estrutura de tecido premeditado. E necesséario também que o
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biomaterial seja reabsorvivel, para evitar um segundo acesso cirurgico (WANG et al.,
2007; VAN DER STOCK et al., 2011).

Os biomateriais de enxertia participam na atividade de modelagem,
remodelagem e reparacao 0ssea a ser formado e estimulado. Para exercer a fungéo
regenerativa, qualquer tipo de enxerto deve possuir uma das trés caracteristicas
parar obter osso neoformado, sendo um deles o processo de osteogénese que
consiste na formacdo e desenvolvimento 6sseo, levando a formacdo de osso em
tecido mole ou ativando o crescimento 0sseo pré-existente. Ha também a atividade
da osteoinducdo, capaz de estimular a osteogénese, podendo ativar o processo
regenerativo 0sseo e a atividade osteocondutora que permite a agregacdo de um
novo tecido 6sseo na sua superficie. Contudo, é necessario haver a presenca de
tecido Osseo pré-existente como fonte de células osteoprogenitoras
(KRISCHELDORF, 2009; ROSETI et al., 2017).

Biomateriais a partir do fosfato de calcio estdo entre os mais utilizados na
reposicdo e regeneracao 0ssea por apresentarem boas propriedades como a baixa
toxicidade e baixa resposta inflamatoéria. Os fosfatos de célcio sdo utilizados de
formas variadas, sendo elas em reparos 6sseos e em associacdo com biopolimeros
como o colageno. (RODELLA et al., 2011). Dentre os fosfatos caélcicos, a
hidroxiapatita é o biomaterial que possui uma baixa taxa de biodegradacdo em
solucé@o aquosa e é o principal mineral que constitui 0ssos e dentes. A hidroxiapatita
vem sendo vastamente estudada e aplicada em cirurgias reparadoras, e apresenta
resultados animadores (PIGOSSI et al., 2015).

3.2 BIOCERAMICA

Desde os anos 20 que os materiais bioceramicos tém demostrado grande
interesse, mostrando beneficios na restauracdo da funcédo e estética em areas de
perda de tecido 6sseo (ESTEVES, 2014). Segundo Dorozhkin (2015), apds o
desenvolvimento inicial da bioceramica, que era apenas tolerada no ambiente
fisiol6gico, um novo conceito de bioceramica regenerativa foi desenvolvido e tais
formulacdes tornaram-se parte integrante da abordagem da engenharia de tecidos.
Estruturas porosas baseadas em fosfatos de célcio foram projetadas para induzir a

formacdo e vascularizacdo Ossea e capazes de abrigar varias biomoléculas e/ou
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células, onde foi dado énfase para as formulacbes capazes de formar ligacbes
quimicas diretas com o0s o0ssos adjacentes. Posteriormente, pelos controles
estruturais e composicionais, tornou-se possivel verificar se os implantes a base de
CaPO4 permaneciam biologicamente estaveis uma vez incorporados a estrutura
esquelética ou se eram reabsorvidos com o tempo. As aplicacdes biomédicas de
bioceramicas a base de CaPOs incluem aumentos 0sseos, enxertos 0SSeo0s
artificiais, reconstrucdo maxilofacial, fusdo espinhal, reparos de doencas
periodontais e preenchimentos 6sseos apoés cirurgia de tumor (DOROZHKIN, 2015).

Os materiais sintéticos para enxertia geralmente se integram mal ao tecido do
hospedeiro e falham com o tempo devido ao desgaste e fadiga ou resposta corporal
adversa (HOLLISTER, 2005; ORWOLL, 2017). Além disso, todos os implantes
ortopédicos modernos precisam ter trés das habilidades mais criticas dos tecidos
vivos: promover auto reparacdo, manter a manutencdo do suprimento de sangue e
auto modificar sua estrutura e propriedades em resposta a aspectos externos, como
uma carga mecanica (JONES; HENCH, 2003). Os 0ssos ndo apenas possuem todas
essas propriedades, mas, além disso, sdo autogerados, hierarquicos,
multifuncionais, ndo lineares, compostos e biodegradaveis; portanto, os enxertos
6sseos artificiais ideais devem possuir propriedades semelhantes (VALLET-REGI e
GONZALEZ-CALBET, 2004; NETO e FERREIRA, 2018).

Para atingir o objetivo de reconstrucdo de tecido ésseo, os materiais para
enxertia devem atender a uma série de requisitos especificos, tais como uma
rugosidade superficial para facilitar a semeadura e a fixacdo de células (HOLTHAUS
et al., 2013); uma resisténcia mecanica e rigidez suficientes para se opor as forcas
de contracdo e, posteriormente, para o remodelacdo de tecidos danificados
(VITALE-BROVARONE et al., 2009); uma alta porosidade e dimensdes de poro
adequadas para permitir a migracédo celular, a vascularizacdo, bem como a difusao
de nutrientes (ROSETI et al., 2017).

Para permitir o crescimento adequado do tecido, vascularizacdo e
distribuicdo de nutrientes, esses materiais devem ter uma rede porosa altamente
interconectada, formada por uma combinag&o de macro e microporos (Figura 1), em
que mais de 60% dos poros devem ter um tamanho variando de 100 ym a 400 ym e
pelo menos 20% deve ser menor que 20 um (DOROZHKIN, 2015).
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Figura 1 — MEV estrutura mesoporosa de espuma de hidroxiapatita.

Fonte: adaptado de SEPULVEDA, 2002.

A fabricacdo de estruturas porosas € uma tarefa desafiadora em que varios
métodos sdo utilizados e que podem ser diferenciados em termos de morfologia,
tamanho e fracdo volumétrica de poros dos produtos e, consequentemente, de suas
propriedades (REZWAN et al.,, 2006). O funcionamento regenerativo da
hidroxiapatita nos tecidos em estruturas de implantes depende de varios parametros
mecanicos, estruturais, morfologicos, quimicos e biologicos (AQUINO-GUERRA e
LINHARES, 2020).

De uma maneira geral, a obtencdo de ceramicas porosas segue algumas
rotas classicas, das quais podem ser citadas: queima de particulas organicas,
réplica, gelcasting de espumas ceréamicas e fundicdo em moldes (Figura 2),
eletrofiacdo, separacdo de fase, separacdo de fase por inducdo térmica,
impregnacdo de espumas de Poliuretana (PU), fusdo por extrusdo, forjamento,
prensagem a frio ou a quente, espuma de gas supercritico, sinterizacdo etc.
(ROMANO; PANDOLFELLI, 2006; BIGGEMANN et al., 2021).

O gelcasting de espumas ceramicas consiste basicamente na producéo de
uma suspensao ceramica com mondmeros vinilicos, di-vinilicos, proteinas, colageno
parcialmente hidrolisado ou polimeros que polimerizam in situ, consolidando em
seguida o material (ORTEGA et al., 2000).
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Figura 2 — Representacdo da técnica de modelagem por gelcasting .
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Fonte: Adaptado de HOOSHMAND, 2019.

O processo gelcasting tem demonstrado uma grande superioridade na
producdo de materiais ceramicos com elevada resisténcia a verdel. Este processo
foi inicialmente aplicado a producéo de materiais de alta densidade e se baseia na
introducdo de monémeros organicos a uma suspensao aquosa do p6é ceramico, que
através da polimerizagdo in situ produzem um reticulado tridimensional que
consolida a matriz ceramica (ROMANO; PANDOLFELLI, 2006).

3.3 FOSFATO DE CALCIO E HIDROXIAPATITA

Os fosfatos de calcio sdo constituidos por trés elementos quimicos principais:
calcio, fésforo e oxigénio, além do hidrogénio que também pode ser encontrado
como constituinte do anion. As proporcdes entre estes elementos e o grau de
hidratagcdo geram uma série de compostos que sao classificados a partir do anion
fosfato presente como orto (PO4) %, meta (POs 1), piro (P207) # e polifosfatos [(PO3)
- ]. Os anions multivalentes séo identificados pelo nimero de ions hidrogénio
ligados como 0 mono-[Ca(Hz2P04)2], di- (CaHPOa4), tri- [Ca3(POa4)2] e tetra-(CazP207)
fosfato de calcio, onde os prefixos —mono, —di, —tri e —tetra indicam o numero de
ions hidrogénio que foram substituidos pelo ion calcio (DOROZHKIN, 2011).

Os fosfatos de calcio naturais ou sintéticos abrangem uma ampla familia de
materiais ceramicos, e se destacam entre 0s biomateriais e bioceramicas por serem
biocompativeis e disponibilizarem ions célcio (Ca?*) e hidrogeno fosfato (HPOa4 %)
guando em contato com os tecidos vivos (EPPLE et al., 2010; MAWUNTU e YUSUF,
2019).

1 Corpos Ceramicos Verde é um termo utilizado para se referir a pegcas moldadas, seca ao ar sem
tratamento térmico de sinterizacéo.
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As bioceramicas séo classificadas de acordo com sua interagdo com 0sS
tecidos, como bioinertes ou bioativas, sendo as Uultimas subdivididas em
reabsorviveis ou nao reabsorviveis (MACHADO, 2019). Os materiais bioinertes nao
formam liga¢Bes bioquimicas interfaciais com os tecidos com 0s quais estdo em
contato, ndo apresentando quase nenhuma influéncia sobre eles; ja os bioativos
possuem essa habilidade de ligacao interfacial ao tecido 6sseo, como € o caso da
hidroxiapatita e dos biovidros (YELTEN, 2011).

Os materiais bioativos séo aceitos pelo tecido hospedeiro e ndo produzem
reacoes toxicas ou nocivas. As caracteristicas dos materiais reabsorviveis
possibilitam aplicacbes de preenchimento de cavidades Osseas, servindo como
suporte e condutor 6sseo. Esses materiais, quando implantados, sao absorvidos e
transformados naturalmente em novo tecido 0sseo.

Os suportes de fosfato de calcio sdo considerados como material
interessante, pois sdo bioativos e auxiliam na adesédo e proliferacdo celular, apesar
de possuirem baixa resisténcia mecéanica. As biocerdmicas de fosfato de célcio séo
caracterizadas pela estabilidade quimica, pureza elevada, homogeneidade,
distribuicdo de fases, tamanho e forma do gréo, cristalinidade, tamanho de poros e
distribuicdo uniforme de porosidade. Fazem parte do grupo de materiais bioativos a
hidroxiapatita (HAp - Figura 3), Caio(P04)s(OH)2 e a fluorapatita (FHAp), Caio(P04)3F2
(PRAKASAN et al., 2015; ORYAN et al., 2017).

Figura 3— Célula hexagonal de HAp contendo ions Ca*? ligados ao fosfato

Fonte: Adaptado de BATISTA, 2016.

7

A hidroxiapatita € um mineral de origem natural encontrado em 0ssos e

dentes, apresenta excelentes propriedades como a biocompatibilidade, a
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osteointegracédo, e a capacidade de absorver moléculas, podendo ser utilizado como
substituto 6sseo humano em proéteses e implantes (RUFFINI et al., 2018). A Tabela |
apresenta algumas das utilizagbes clinicas das bioceramicas. A estrutura deste
biomaterial é similar a fluorapatita (com o grupo OH' ocupando os sitios do F')
(LOGAN, 1995), esses minerais constituem em varios tipos de rochas igneas e

metamorficas, especificamente em calcarios cristalinos (ELLIOT, 1994).

Tabela 1 — Utilizacdes clinicas de Bioceramicas

APLICACOES CLINICAS BIOCERAMICAS
Oropédica Alumina, Zirconia ou Vidros bioativos
Preenchimento de espacos ésseos Fosfato de calcio, Fosfato Tricalcico
Implantes dentarios Alumina, Hidroxiapatita, Vidros bioativos
Obliterag&o de bolsa periodontal Hidroxiapatita, Fosfato de calcio, tricalcico
e Vidros bioativos
Rebordo alveolar em ossos maxilar Hidroxiapatita, Ossos autdgenos e
Vidros bioatvos
Reconstrugéo maxilofacial Hidroxiapatita, Alumina, Compositos PE-
Hidroxiapatita, Vidros bioativo
Otorrinolaringologia Hidroxiapatita, Alumina, Compositos PE-

Hidroxiapatita, Vidros bioativo

Fonte: Adaptado de BONAN, 2014

Os fosfatos de célcio, principalmente a hidroxiapatita, constituem-se como 0s
maiores componente do tecido duro humano e de sistemas biol6gicos, como mostra
a Tabela 2, com até 69% da massa 6ssea natural (BEST, 2008; NETO e FERREIRA,
2018), além de diferentes proporc¢des, os tecidos dentarios, representado até 96%
do esmalte, 45% da dentina na forma de apatita carbonatada nanocristalina e 65%
do cemento (CHEN et al., 2008; FLORENCIO-SILVA et al., 2015).
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Tabela 2 — Fosfatos de calcio em sistemas biolégicos.

Fosfato de Calcio Formula Quimica Ocorréncia
Hidroxiapatita Caw(PO4)%(OH)z Esmalte, dentina, calculo renal, osso
Fluorapatita Ca1o(PO4)s(F)2 Esmalte, dentina, calculo renal, osso
Cloroapatita Ca1(PO4)s(Cl)z Esmalte, dentina, calculo renal, 0sso
Fosfato de calcio anidro CaHPO« Tartaro e osso Decompostos
Fosfato de calcio didratado CaHPO+H20 Tartaro e osso Decompostos
Fosfato tncalcico Caz(PO4) Calculo dental e renal, pedras salivares
Fosfato de calcio amorfo Casz(PO4)2.nH20 Calculo dental e renal
Fosfato octacalcico CasHz(P0Q4)s 5H:20 Calculo dental e renal

Fonte: Adaptado de GUASTALDI e APARECIDA, 2010.

Os biomateriais sintéticos originados de fosfato de calcio (CP), fosfato
tricalcico (B-TCP) e hidroxiapatita (HAp) estdo sendo empregados na sintese de
arcaboucos celular (DAMADZADEH et al.,, 2010; NETO e FERREIRA, 2018;
MACHADO, 2019). Para a sintese da hidroxiapatita, varios processos podem ser
empregados, e 0s suportes para enxertia conformados por prensagem a quente do
p6 (RAYNAUD et al., 2002;), prensagem isostatica de pds-quente, ou por técnicas
de fusado de dispersdes em moldes de gesso (DESCAMP et al., 2013; BOILET et al.,
2013).

Os blocos formados podem ser em obtidos em técnicas que utilizam altas
temperaturas utilizando-se plasma de faisca (SPS) (GU et al., 2002) e sinterizacao
de corpos ceramicos verdes em diferentes configuragdes de micro-ondas. Para este
altimo, vale ressaltar os equipamentos de micro-ondas hibridos (CURAN, 2010 e
2011) e os micro-ondas multimodo que possibilitam a manufatura de bioceramica a
baixo custo com boa resisténcia mecéanica (WANG et al, 2006; VELJOVI'C, 2010).

3.4 COLAGENO

7

O colageno é um produto de alto valor agregado e tem sido amplamente
utilizado na industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e de biomateriais, sendo

obtido de diversas fontes pela sua abundancia em tecidos animais (bovinos, suinos,



26

caprinos, ovinos, peixes, anfibios, entre outros) (FAUZI et al., 2016; MASILAMANI et
al., 2016; KRISHNAMOORTHI, 2017). Dentre os varios organismos utilizados para
obtencdo de coldgeno, destacam-se 0s peixes, especialmente devido a sua
disponibilidade, auséncia de risco de transmissdo de doencas, barreiras religiosas,
alto rendimento no processo de extracdo e auséncia de toxicidade (SENARATNE,
2006; KRISHNAMOORTHI, 2017).

Na estrutura corporal de mamiferos, o colageno € a proteina mais abundante,
e representa de 20 a 30% do total de proteinas corporais, além de constituir o
principal elemento estrutural de 6rgaos e tecidos de vertebrados (SENARATNE,
2006; CHUNG & UITTO, 2010). Os tipos de colageno diferem entre si em termos de
organizagdo molecular, estabilidade, elasticidade, antigenicidade e imunogenicidade,
afetando na funcionalidade do tecido manipulado (CHANG & BUEHLER, 2014;
FAUZI et al., 2016; ELANGO et al., 2017).

A molécula de coldgeno é uma glicoproteina composta por trés cadeias
polipeptidicas helicoidais, cada uma com aproximadamente 1000 amino&cidos
denominada cadeia a ou tropocolageno (Figura 4), que séo classificadas de acordo
com as caracteristicas da estrutura primaria das cadeias a que formam a tripla hélice
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2002; FERRIER, 2019).

Figura 4 — Representacdo esquematica das fibras de colageno (tropocolageno).

COOH

Tropocolageno

Fonte: Adaptado de BATISTA, 2008.

Dentre as principais caracteristicas que distinguem os tipos de colageno,
podem ser citadas as suas propriedades mecanicas singulares, o fato de ser
quimicamente inerte, sua composicdo incomum de aminoacidos e sua habilidade
para se transformar em colageno parcialmente hidrolisado por desnaturacdo. O

colageno parcialmente hidrolisado possui baixo peso molecular e maior solubilidade,



27

sendo resultante do aquecimento do colageno em agua ou em solu¢des aquosas de
acidos ou bases (NEKLYUDOV, 2002; VIDAL et al, 2018).

A desnaturacdo das fibras do coldgeno, obtida por processos quimicos,
enzimaticos ou térmicos em &gua, com a perda da sua estrutura tridimensional,
forma o colageno parcialmente hidrolisado. Em altas temperaturas ou por processos
enzimaticos, as ligacdes intermoleculares do colageno sdo quebradas e a estrutura
cristalina altamente organizada da proteina passa a um estado aleatério (Figura 5),
denominado de gelatina (BATISTA, 2008; VIDAL et al, 2018). Nesse processo ha a
ruptura de ligacbes de hidrogénio entre as trés cadeias polipeptidicas do
tropocolageno e em seguida ocorre a ruptura intramolecular da ligacdo de hidrogénio
da cadeia a (BERNAL; STANLEY, 1987). E possivel a renaturagdo das fibras do
colageno, ou seja, a recuperacao de sua estrutura em tripla hélice por desidratacédo
e aquecimento prolongado do colageno parcialmente hidrolisado (SENA, 2004,
LENNINGER, J., 1998).

Figura 5— Representagdo da desnaturacao / renaturagédo do colageno

+
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Fonte: Adaptado de BATISTA, 2008.

Até o presente momento, foram identificados 29 tipos distintos de colageno,
muitos dos quais com caracteristicas Unicas e alguns com caracteristicas inter-
relacionadas; contudo, todos s&o formados por subunidades polipeptidicas
designadas de cadeias (CHUNG & UITTO, 2010). Nove deles sdo frequentemente
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disponiveis, incluindo os colagenos dos Tipos I, II, III, 1V, V, VII, IX, XI e XIl (FAUZI et
al., 2016) e podem ser divididos em tipos fibrilares e colagenos nao fibrilares. Os
tipos fibrilares I, Il e 1l formam fibrilas de colageno tipicas com uma periodicidade
axial de 67 nm e sdo os coldgenos mais encontrados. E uma proteina
macromolecular, constituida por trés cadeias polipeptidicas de tamanhos iguais que,
em sua porcao central, estdo sob a forma helicoidal e, nas extremidades aminicas e
carboxilicas, permanecem na forma globular (AN; LIN; BRODSKY, 2016).

O colageno do Tipo | é o biopolimero mais utilizado na area de engenharia de
tecidos para producdo de biomateriais devido a sua excelente biocompatibilidade e
propriedades biodegradaveis, ajudando a compor 0ssos, dentina, tenddes, capsulas
de 6rgdos, cdrnea, vasos sanguineos e derme, além de desempenharem um papel
importante na morfogénese e no metabolismo celular de novos tecidos, conferindo
propriedades mecanicas e bioquimicas (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2004;
SODERHALL et al., 2007; DUTIEL et al, 2016).

A diversidade bioldgica do colageno é baseada em variacbes da sequéncia
primaria de aminoacidos, associada a um pequeno numero de modificagcdes na
cadeia lateral. Pontes intra e intermoleculares se formam na matriz colagenosa
devido a ligacbes cruzadas covalentes. Possiveis ligacfes covalentes presentes na
matriz incluem ligacfes de éster, de amida e ligacdes peptidicas envolvendo grupos
carboxilicos de cadeias laterais dos acidos aspartico e glutamico, além de grupos
amino da lisina (HARRINGTON, 1966). Pontes dissulfeto, embora ndo numerosas
devido ao baixo contetdo de cisteina no colageno, também tém um papel na
estrutura protéica (TANZER, 1976). Proteinas colagenosas usualmente formam
agregados supramoleculares (fibrilas, filamentos ou redes), sozinhas ou em conjunto

com outras matrizes extracelulares (figura 6).
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Figura 6 - Representacao das estruturas que formam a fibra de coldgeno
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Fonte: Adaptado de WOLF, 2018.

A gelatina é o colageno parcialmente hidrolisado em forma de um
hidrocoloide, importante e com ampla utilizacdo em aplicacBes alimenticias. Em
geral, a gelatina de bovinos tem sido amplamente utilizada devido ao seu alto ponto
de fusédo, ponto de gelificacdo e termo reversibilidade (GUDMUNDSSON, 2002;
VIDAL et al, 2018). E uma proteina de alto peso molecular e solGvel em agua. Todos
0s aminoacidos estdo presentes na gelatina, exceto o triptofano e tém baixo teor de
metionina, cistina e tirosina devido a degradacdo durante o processo de extracao
(CHAPMAN; HALL, 1997 JAMILAH; HARVINDER 2002; VIDAL et al, 2018). A
composicdo e sequéncia de aminoacidos na gelatina sdo diferentes de uma fonte
para outra, mas sempre consistem em grandes quantidades de glicina, prolina e
hidroxiprolina (GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000, WAHYUNINGSIHA et al., 2018).

3.5 TECIDO OSSEO

O o0sso é um 6rgdo complexo com um design entrelagado. A matriz interna
denominada 0sso esponjoso, é uma rede porosa formada por trabéculas, medula
vermelha e vasculatura que atua como local da hematopoiese, proporcionando

forga, flexibilidade e diminuindo o peso do 0sso. A matriz externa, 0sso cortical,
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uma regido densa com canais vasculares capaz de suportar uma alta carga
mecanica e resistir a forcas de flexado e torcdo. A camada mais externa do 0sso, 0
periésteo, é uma fina membrana vascular que abriga os osteoblastos e células
progenitoras e € capaz de formar novo 0sso. A matriz extracelular fornece um
suporte para a deposicdo Ossea, fortalece a construcdo e abriga fatores de
sinalizacdo que sdo cruciais para a formacdo, crescimento, remodelacdo e
reabsorcdo 6ssea (VALTANEN et al., 2021).

O tecido 6sseo € um dos mais dinadmicos tecidos do corpo. Devido a sua
capacidade de remodelacéo, altera suas configuracdes e propriedades em resposta
a demandas mecanicas e metabdlicas integradas, o que previne o acumulo de
danos microscépicos e minimiza a possibilidade de fratura. Este tecido possui a
habilidade de se autorregenerar, ou seja, caso o tecido 6sseo seja lesionado, ele é
substituido por um novo tecido idéntico ao anterior, com as mesmas propriedades
metabdlicas. Diferente da pele, por exemplo, que quando lesionada é rapidamente
substituida por um tecido rico em fibroblastos e altamente inespecifico,
caracterizando uma cicatrizacéo ou reparo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A anatomia 6ssea humana tem a arquitetura de um material nanocompasito,
feito de 60 a 70% de componente mineral, até 30% de componentes organicos
(principalmente colageno tipo 1), que varia dependendo da funcéo e do tipo de 0sso
e aproximadamente 10% de agua. O componente mineral, geralmente definido como
apatita biologica e as vezes representado erroneamente como hidroxiapatita natural,
incorpora substituicdes multiplas. (MICULESCU et al., 2018).

A matriz organica é excepcionalmente arranjada, em sua maior parte
constituida por colageno tipo | e uma fase mineral formada, predominantemente, por
cristais de fosfato de calcio, mais especificamente, a hidroxiapatita (Figura 7). A fase
mineral juntamente com a fase organica, valida ao tecido 6sseo certas propriedades
gue o tornam muito resistente mecanicamente (WEITZMANN et al., 2013).

Os osteoblastos maduros metabolicamente ativos atuam na formacgao 6ssea,
com isso, proteinas que séo produzidas pelos osteoblastos como o colageno tipo | e
algumas proteinas ndo coldgenas como a osteonectina, osteocalcina e a
sialoproteina tém fundamental importancia na ligagdo dos cristais & matriz colagena
da hidroxiapatita (TSAY et al., 2010; MATTHEW et al., 2013).
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Figura 7 - Estrutura hierdrquica do osso em varias escalas de comprimento
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Sobre a presenca de compostos inorganicos no organismo, 0s ions mais
encontrados sé@o os fosfatos e ions de célcio. Estdo também presentes os ions
bicarbonatos, magnésio, potassio, sodio e citratos, em pequenas quantidades. Os
citratos séo responsaveis pela captura de ions calcio formando um complexo que
permite a formagao da hidroxiapatita do osso (REY et al., 2009).

O citrato € abundante no o0sso, representando até 5 % em peso dos
componentes organicos desse tecido, com uma densidade de aproximadamente 1
molécula por 2 nm?, o que implica que mais de 15% da area de superficie de apatita
disponivel no osso é coberta por moléculas de citrato (XEI et al., 2010). Este ion é
um intermediario no “Ciclo do Acido Tricarboxilico” e é usado por todos os
organismos aerobios para produzir energia quimica utilizavel. A estreita associagao
entre esse composto e 0 0sso foi apontada pela primeira vez por Dickens em 1941,
gue mostrou que aproximadamente 90% da massa de citrato do corpo humano
reside em tecidos mineralizados. Mas, a descoberta mais valiosa foi que, devido a
sua alta afinidade de ligacdo ao célcio armazenado no tecido duro, o citrato atua
com um papel fundamental na regulacdo das funcées metabdlicas e na manutencao
da integridade estrutural do osso. Além disso, a presenca de citrato no 0sso € crucial
para prevenir a precipitacdo do calcio, seja quando o tecido 0sseo é reabsorvido em
resposta ao calcio sérico reduzido ou quando o processo de biomineralizacdo

comeca. No entanto, o papel do citrato na condugéo das propriedades estruturais e
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funcionais do osso saudavel em humanos foi apenas parcialmente elucidado
(DIKENS, 1941 apud GRANCHI et al., 2019).

Hu et al. (2010) mostraram que o citrato ndo é um agente solubilizante na
matriz éssea, mas esta firmemente ligado a apatita como parte integrante da
estrutura do nanocristal. Simultaneamente, Xie e Nancollas (2010) propuseram um
modelo trifasico para explicar como o citrato pode influenciar o tamanho, o
crescimento longitudinal e a espessura dos nanocristais de apatita.

Usando uma combinacdo de espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de estado solido, Difracdo de Raios-X (DRX) de p6 e os principios de
calculos de estrutura eletrénica, Davies et al. (2014) postulou que os anions citratos
poderiam ser incorporados em uma camada hidratada da estrutura do Fosfato de
Célcio. Esta configuracéo de ligacdo favorece o crescimento dos cristais minerais em
uma morfologia tipo placa e explica sua propensao para formar pilhas (DAVIES et
al., 2014; COSTELLO et al., 2014). Mais recentemente, Delgado-Lopez et al. (2017)
focaram na fase inicial de mineralizagdo, levando em consideracao a interagéo entre
citrato e coldgeno. Por meio de uma caracterizacdo aprofundada baseada em
espalhamento de Raios-X e técnicas de imagem, eles descobriram que o colageno e
o citrato atuam sinergicamente para favorecer a morfologia das placas, uma vez que
ambos contribuiram para a manutencéo da fase amorfa transitéria. Os aglomerados
amorfos de CP séo representados como esferulitos ou glébulos que gradualmente
ocupam as zonas de lacuna das fibrilas de colageno alinhadas (LOTSARI et al.,
2018).

3.6 TECNICA DE MICROONDAS

A preocupacdo em desenvolver estratégias sustentaveis na area da Quimica
e afins & observada pelo niumero crescente de publicacbes cientificas em revistas
conceituadas na area de Quimica Verde. Algumas delas sdo o ACS-Catalysis,
ChemSusChem e Green Chemistry, sendo este ultimo referéncia na publicagdo de
trabalhos neste dominio e voltado especialmente para o desenvolvimento de
tecnologias dirigidas a reducéo de residuos nocivos ao meio ambiente.

Observa-se, com frequéncia, que a palavra-chave "Green Chemistry" ou

Quimica Verde, vem frequentemente atrelada a pesquisas correlacionadas ao
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desenvolvimento sustentavel, biodiversidade, biocombustiveis, tecnologias limpas de
processos industriais com minimizacdo ou eliminacdo de residuos e efluentes
toxicos, tanto ao nivel industrial como também em laboratérios de pesquisa. Dentre
as técnicas mais atuais, destaca-se a irradiacdo assistida por micro-ondas e as
reacoes ativadas por ultrassom, bem como processos envolvendo células
fotovoltaicas e a combustivel (TASUKUI e RESENDE, 2014) .

O processamento de materiais baseado no aquecimento por meio de energia
de micro-ondas vem ganhado a cada dia mais destaque e importancia em varias
aplicacoes industriais, em virtude de uma série de vantagens em potenciais frente
aos métodos convencionais de aquecimento. Na sinterizacdo de materiais ceramicos
0 uso de micro-ondas permite reducdo no tempo de processamento, economia de
energia e melhora na uniformidade microestrutural dos corpos ceramicos.
Entretanto, os beneficios do uso das micro-ondas s6 sdo obtidos quando a
sinterizacdo é realizada com o controle e entendimento cientifico de uma série de
parametros e aspectos envolvidos no processo (MENESES; SOUTO; KIMINAMI,
2007).

Segundo Menezes (2007), o recente interesse no processamento de materiais
€ evidenciado pelo grande nimero de simpdsios e congressos que vém sendo
dedicados ao processamento de materiais utilizando energia de micro-ondas por
intermédio da: Sociedade de Pesquisa em Materiais (MRS - Materials Research
Society); Sociedade Americana de Ceramica (American Ceramic Society); Grupo de
Pesquisa em Microondas (Microwave Working Group); Associacdo Europeia para
Pesquisa e Ensino em Energia de Micro-ondas (Association for Microwave Power in
Europe for Research and Education); do Instituto Internacional de Energia de Micro-
ondas (International Microwave Power Institute); do Instituto de Aplicacdo de Ondas
Eletromagnéticas (Institute of Electromagnetic Wave Application); do Instituto de
Engenheiros da Australia (Institution of Engineers, Australia) entre outros.

Apesar do uso de micro-ondas ter se disseminado por todo o mundo, a
aplicacado dessa tecnologia no processamento de materiais € um desenvolvimento
relativamente novo. O uso de energia de micro-ondas no processamento de
materiais tem o potencial de oferecer vantagens similares as observadas quando de
sua aplicacdo no processamento de alimentos (THOSTENSON; CHOU, 1999 apud
MENESES; SOUTO; KIMINAMI, 2007).
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No processamento térmico convencional, a energia € transferida por radiacéao
para a superficie do material e em seguida, por meio de processos de conducéo e
conveccao, o calor é conduzido para o interior do material. No processamento com
micro-ondas, a energia € depositada diretamente no interior do material através de
processos de interacdo molecular e atbmica com o campo eletromagnético, onde
ocorre um aquecimento volumétrico do material, permitindo altas taxas de
aguecimento e poucos ciclos de processo (CLARK; SUTTON, 1996; TSUKUI e
REZENDE, 2014).

O processamento de materiais por micro-ondas esta em fase de ascensao e
muitos usos bem-sucedidos ja foram registrados na producdo de materiais. Por
exemplo, Roy et al. (1990) demonstraram que o modulo de ruptura Fe-Ni € 60%
maior do que o de amostras convencionais ap6s 10-30 min de processamento de
micro-ondas. Janney et al. (1997) confirmaram que a energia de ativacdo na
sinterizacdo por micro-ondas € menor em comparacdo com a sinterizacao
convencional. Subrata et al. (2007) utilizaram com sucesso as micro-ondas na
aglomeracao de ceramicas odontolégicas. Duarte, (2009) sintetizou hidroxiapatita a
baixa temperatura em 15 min de processamento utilizando energia de micro-ondas.

As microondas aquecem o material por dentro e podem levar a economia de
enormes quantidades de energia, uma vez gue ndo € necessario aquecer o
recipiente ou o ar entre a fonte de calor e o material de carga. O processamento de
micro-ondas pode facilitar a taxa de densificagdo e uniformidade do tamanho de
particula e pode promover a melhoria nas propriedades microestruturais de materiais
gue ndo podem ser observados em processos convencionais (LIAO et al., 2016).

As propriedades da hidroxiapatita demonstram-se adequadas para aplicacdes
cirdrgicas. Entretanto, sua utilizacdo para fins ortopédicos é limitada devido a sua
baixa resisténcia mecanica, especialmente sob tensdo. Os compdsitos de
hidroxiapatita porosa impregnados com colageno parcialmente hidrolisado em
solucéo obtidos por aquecimento em energia de micro-ondas podem apresentar boa

resisténcia mecanica e baixa citotoxicidade.
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3.7 RESPOSTA BIOLOGICA

Para garantir uma boa aplicacdo do biomaterial no organismo, dois fatores
sdo extremamente influentes, como o biomaterial ser biofuncional, que esta
relacionado com a capacidade do biomaterial exercer certa fungdo no organismo e a
sua biocompatibilidade, que é analisada através de reacdes que ocorrem em
superficies de implantes durante a implantacédo e ao longo do tempo (PROUBASTA,
1997). Apds a implantacéo do biomaterial, o corpo manda uma resposta biolégica do
tipo inflamatoria, onde ha a formacdo de um hematoma com acumulo de agua e
glicoproteinas que revestem o implante. InUmeras células se aglomeram no local
através da quimiotaxia, que sdo elas os neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos e
macrofagos. (DAVIES, 2000).

As primeiras células a chegarem a regido implantada sdo os neutrofilos, que
sdo atraidos pelas plaquetas através de substancias quimiotaticas. Eles entdo se
aderem a parede do endotélio pela ligacdo com receptores de membrana, as
selectinas. Os neutréfilos produzem radicais livres, auxiliando na destruicdo de
bactérias e sdo gradualmente substituidos por macréfagos. Apds 48 - 96 horas os
macréfagos invadem a regido implantada, que sao as principais células antes dos
fibroblastos migrarem no local. Os macréfagos tém contribuicdo importante na
secrecdo de citocinas, fatores de crescimento, osteoclastos, angiogénese,
fibroplasia e sintese da matriz extracelular, fundamentais para a transicdo para a
fase proliferativa (BROUGHTON et al., 2006).

Finalmente, as citocinas entram em acao (IL-1 e IL-2) e alguns fatores de
crescimento (TGF-B, IGF, BMP’s, PDGF) promovem a diferenciacdo das células
mesenquimais pluripotentes com a formacédo da matriz 6ssea e do 0sso imaturo. A
maturacdo e remodelacdo 6ssea que encerram esse desenvolvimento destacam a
paridade que existe com a fisiologia da formacdo do calo 6sseo, apds a uma fratura
(ANDERSON, 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para a preparacdo das pastilhas do compdsito de hidroxiapatita impregnada
com colageno parcialmente hidrolisado foram utilizados os materiais: acido fosférico
P.A. (fabricante Moderna); Cloreto de calcio anidro P.A. (fabricante Neon); Hidroxido
de aménio P.A. (fabricante Merck); acido citrico P.A. (fabricante Neon); Carbonato
de calcio P.A. (fabricante Neon); colageno parcialmente hidrolisado (gelatina)
(fabricante Mondelez Internacional) e Gesso pedra tipo Il (odontolégico) (fabricante
Gesso Rio).

A hidroxiapatita foi sintetizada pelo método direto de co-precipitacdo quimica
utilizando os reagentes da Equacéo 1 (10 moles de CaClz : 6 moles de H3POa4), por
ser um método simples de facil reproducdo e com facil controle das propor¢des dos
reagentes, cujo esquema do experimento esta resumido na figura 8. Os métodos
umidos apresentam um melhor controle da morfologia e dos tamanhos de particula
(RATNAYAKE; MUCALO E DIAS, 2016; QI et al., 2017; HAIDER et al., 2017).

10 CaClz + 6 H3PO4 + 20 NH4OH — Ca1o(PO4)s(OH)2 + 20 NH4Cl (1)

O produto obtido pela reacdo estequiométrica dos reagentes da equacao 1 &
uma hidroxiapatita com a relagdo méassica Ca/P de 2,08, no entanto, foi utilizado a
razdo molar dos reagentes (Ca/P) é de 1,67 segundo as propor¢des utilizadas por
Saeri et al., (2003) e Carvalho (2017), fazendo reagir volumes iguais de uma solucao
0,4 M. Lt de CaCl2.2H20 com uma solugéo 0,3 M. L** de HsPO4 para obtencéo de

hidroxiapatita com caracteristicas similares as encontradas no sistema 6sseo.

4.1 PREPARACAO DO PO DE HIDROXIAPATITA - ROTA 1

O p6 ceramico de hidroxiapatita foi sintetizado pelo método de co-precipitagdo
pela adicdo, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente, de 500 mL de uma
solucdo contendo 14,7 g de HsPOas (0,3 Moles) sobre 500 mL de outra solucéo
contendo 29,45 g de CaClz2-H20 (0,4Moles). Foram adicionados em seguida 180 mL
de NH4OH a 15 %, suficiente para obter o pH alcalino (pH entre 10 e 12), quando
um precipitado branco de fosfato de célcio foi formado. O precipitado foi mantido em
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suspensao sob agitacdo por 1 hora, e em seguida mantido em repouso por 24 horas

para envelhecimento? e crescimento dos cristais de hidroxiapatita (HAp).

O precipitado gelatinoso assim obtido foi filtrado & vacuo sob 12 mm Hg
durante 2 horas, lavado com agua desmineralizada até rea¢do negativa de cloretos
com solucédo 0,1N de nitrato de prata e secado a 110° C, representando a espécime
HAp-OH (Hidroxiapatita hidratada 1).

4.2 PREPARACAO DO PO DE HIDROXIAPATITA — ROTA 2

O po6 ceramico de hidroxiapatita foi sintetizado pelo método de co-precipitacao
pela adicdo, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente, de 1000 mL de uma
solugdo contendo 14,7 g de HsPO4 (0,3Moles) sobre 500 mL de outra solugéo
contendo 29,45 g de CaClz-Hz20 (0,4Moles). O pH da solugéo foi ajustado para 9,82
com a adicdo vagarosa de 130 mL de NH4OH e em seguida, ajustado para 10,0
apos adicao de mais 60 mL de NH4OH, totalizando 180 mL de NH4OH. Apdés
envelhecimento de 24 horas, foi agitada durante 60 minutos e aquecida até a
temperatura de 90 °C, objetivando aumentar o tamanho do grdo e facilitar o
processo de filtracdo. Passou por envelhecimento durante 72 horas.

O precipitado foi lavado com agua desmineralizada até reacdo negativa de
cloretos com solucéao 0,1N de nitrato de prata, e sacado em estufa a temperatura de
110 °C, representando a espécime HAp-OH (Hidroxiapatita hidratada 2).

4.3 PREPARACAO DO PO DE HIDROXIAPATITA — ROTA 3

O pé6 ceramico de hidroxiapatita foi sintetizado pelo método de co-precipitacdo
pela adicdo de 29,45 g de CaClz (0,4Moles) em 1000 mL de &gua desmineralizada
sob agitacdo constante a 80 °C, em seguida foi adicionado 180 mL de NH4OH e
ajustou-se o pH para 10,5, em seguida foi adicionado 14,7 g de H3POa4 concentrado
(0,3 Moles) gota a gota. A temperatura foi mantida a 80 °C sob agitacdo durante 01

2 Envelhecimento: Processo de repouso em condi¢8es ideais para manter as caracteristicas
morfolégicas e estruturais da hidroxiapatita.
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hora. A disperséo foi envelhecida por 72 horas; o precipitado foi filtrado a vacuo e
lavado com agua desmineralizada até reacédo negativa de cloreto com solucdo 0,1N
de nitrato de prata. Em seguida, foi levado a estufa e seco a temperatura de 110 °C,
representando a espécime HAp-OH (Hidroxiapatita hidratada 3).

Os pos assim obtidos (HAp-OH) foram calcinados em forno mufla a uma
taxa de aquecimento de 20 graus por minuto, durante 30 minutos até 600 °C para a
obtencdo de pés cerdmicos de hidroxiapatita (HAp) que foram caracterizados por
Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Difragéo de
Raios X (DRX) antes e ap0s a calcinacdo. Foram utilizados na preparacdo de um
compoésito contendo citrato de célcio impregnado de colageno parcialmente
hidrolisado, confeccionado pastilhas para ensaio que foram submetidas a uma
sequéncia de aquecimento em forno de micro-ondas com intervalos de 15 segundos
a poténcia maximo e os corpos de prova foram submetidos ao ensaio de Resisténcia

a Compressao.



Figura 8 — Esquema dos experimentos de sintese de hidroxiapatita
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4.4 PREPARACAO DO COMPOSITO DE HIDROXIAPATITA/CITRATO

Foi preparado 50 mL de solucdo de citrato de calcio a concentracao
equivalente a 20 g L pela reacdo de 0,61 g de carbonado de calcio P.A e 0 77 g de
acido citrico P.A. (Equacéo 2). 5 g do p6 ceramico de hidroxiapatita foi empastado
com 5 mL desta solugdo, o que corresponde a 0,11 g de citrato para cada 5 g de
HAP, levado a estufa a 110 °C por 4 horas para evaporacdo da agua, obtendo-se
assim um compaosito de cristais ceramicos de hidroxiapatita impregnada com 2,2 %
de cristais de citrato de célcio, correspondente ao teor de citrato encontrado no
sistema 6sseo. Os poOs assim obtidos foram caracterizados por Espectroscopia no

Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR); Difracdo de Raios X (DRX).

2 H3CesHs07 + 3 CaCO3 — Caz(CeHs07)2 + 6 H20+ 3 CO2 (2)

4.5 PREPARACAO DOS CORPOS DE PROVA DO COMPOSITO

Para a confeccéo das pastilhas porosas do compadsito, foi utilizada a técnica
de gelcasting para a fabricacdo de corpos ceramicos verde® por dispersdo do pd
ceramico de HAp com citrato de célcio impregnado com colageno parcialmente
hidrolisado, obtendo-se assim uma pasta gelatinosa consistente, que foi em seguida
fundida em moldes vasados e dispostas sobre uma placa de gesso odontoldgico
com as propor¢des de agua/gesso indicada pelo fabricante.

Foi utilizado a hidroxiapatita obtida pela sintese da rota 3, que apresentou a
melhor cristalinidade verificada através da Difracdo de Raios X. Preparou-se uma
dispersdo em agua com a consisténcia de 60% de sélidos sendo 50% de compdsito
de hidroxiapatita/citrato e 10% de colageno parcialmente hidrolisado previamente
dissolvido na 4gua quente para conferir plasticidade e gelificacdo da dispersao, bem
como agente de adesédo das particulas e promocao de resisténcia mecanica do
composito pela renaturacéo parcial do colageno parcialmente hidrolisado, em forma
de fibras do colageno.

As quantidades de materiais para a dispersédo consistiram de 30 gramas do
composito de hidroxiapatita/citrato obtido pela rota 3, com uma solucdo de 5 gramas
de colageno parcialmente hidrolisado dissolvido em 25 ml de agua formando um

hidrogel, que foi despejado em moldes cilindricos vazados com diametro de 15 mm
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e altura de 30 mm e depositados sobre uma placa de gesso para reducdo do
excesso de agua. Apos 24 horas, os corpos de prova (figura 9) foram

desenformados e secos ao ar.

Figura 9 — Corpos de prova do compésito de hidroxiapatita/gelatina para ensaio

Fonte: a autora, 2022

4.6 TRATAMENTO TERMICO UTILIZANDO MICROONDAS

Os corpos de prova foram submetidos a uma sequéncia de 5 ciclos de
aquecimento em forno de micro-ondas comum na poténcia maxima instalado no
laboratorio de Biofisica quimica (LBQ) da UFPE (Figuras 10 e 11), sendo cada ciclo
de aquecimento de 15 segundos e 5 minutos de resfriamento ao ar livre para conferir
aos corpos de prova insolubilidade em &gua e resisténcia mecanica.

As pastilhas do compdésito de hidroxiapatita/citrato/colageno aquecidas em
forno de micro-ondas foram caracterizadas por testes de resisténcia a compressao
em maquina universal de ensaios para avaliacdo do grau de resisténcia alcancado

pela pastilha em funcéo dos tempos testados de exposi¢cao as micro-ondas.
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Figuras 10 e 11 — Forno de micro-ondas do Laboratério LBQ — UFPE

~ i [T
| E -

Fonte: a autora, 2022

4.7 CARACTERIZACAO

4.7.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

O infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € um método de
espectroscopia por infravermelho, na qual a radiacdo € passada através de uma
amostra. Parte da radiacdo é absorvida pela amostra e outra parte € transmitida. O
espectro resultante cria uma impressdo molecular da amostra com picos de
absorcdo que corresponde a frequéncia de vibragdes entre as ligacdes dos atomos
gue compde o material, logo, servindo para varios tipos de analise como a
consisténcia de um material, qualidade e quantidade. Utilizar o FTIR apresenta
algumas vantagens como velocidade, simplicidade mecénica, sensibilidade e
precisdo (KEMPFERT, 2001).

As andlises FTIR foram conduzidas com o espectrémetro FTIR CARY 360
Agilent (resolucdo 4 cm-1; ganho 1; com Range de 4000 a 650 cm-1). As amostras

foram preparadas por meio da técnica de absorbancia em médulo ATR-MICROd.

4.7.2 Difracédo de Raios X

O difratbmetro de Raios X € um aparelho utilizado para determinar os angulos
nos quais ocorre a difracdo de radiacdo incidente sobre uma amostra em forma de
pdé e com caracteristicas policristalinas, o que possibilita a determinacdo de
estruturas cristalinas. O tamanho e a geometria de celas unitarias dos cristais podem

ser obtidos a partir das posi¢cdes angulares dos picos de difracdo, enquanto arranjos
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dos atomos no interior da cela unitaria esta associada as intensidades relativas
desses picos.

Os po6s foram analisados por Difratometria de Raio X (DRX), em um
difratbmetro XRD 6000 da Shimadzu (Quioto, Japao), operando com radiagao de Ka
Cu (1.5406 A) a 40 kV e 30 mA, com monocromador de grafite, varredura de 1 °/min

e intervalo 26 de 2 a 50 graus.

4.7.3 Resisténcia mecanica a compressao

Para a determinacdo da Resisténcia Mecanica a Compressao 0s corpos de
prova do compdésito foram inicialmente submetidos a uma inspec¢éo visual direta com
a finalidade de verificar sua integridade e acabamento superficial apos a extracdo
dos moldes. Foram descartados corpos de prova que apresentaram defeitos tais

como quebra de bordas, bolhas de ar ou falta de preenchimento.

Foram selecionados 5 corpos de prova com formato cilindrico medindo 15 mm

de didmetro por 30 mm de altura com peso médio de 4,1 g.

Para realizar o ensaio de avaliacdo da resisténcia mecanica a compressao foi
utilizada uma maquina universal de ensaio do fabricante Time Groupe Inc, modelo
WDW 300 E, instalada no Laboratério de Engenharia Biomédica da UFPE (figura
12), utilizando uma célula de carga de 300 kN; precisdo da carga de 0,5% e precisdo
FS de 0,0001 %.

Figura 12 — Maquina universal de ensaio do LEB — UFPE

Fonte: a autora, 2022.
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O ensaio é realizado através de um controle em malha fechada da carga de
ensaio, do deslocamento da mesa e da deformacdo da amostra. O progresso do

ensaio é realizado por um controle inteligente com parametros definido pelo usuario.

Os resultados do ensaio sé&o salvos em arquivos operacionais, contendo as
condicbes de ensaio e os resultados do teste. O controle do teste de ensaio,
alteracéo de velocidade da mesa, a introducao de parametros pode ser introduzida e

coletados pelo software de facil manuseio.

Os parametros utilizados para a realizagdo do ensaio consistiram na
aplicacdo de uma carga de 4 kN e velocidade da mesa de 5 mm/min. Com os
resultados do ensaio podemos determinar a carga maxima de resisténcia a

compresséao dos corpos de prova obtida através da curva de Tenséo x Deformacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DE HIDROXIAPATITA

Foram obtidos precipitados de hidroxiapatita hidratada nas trés (03) rotas,
sendo em quantidades diferentes para cada uma dessas rotas, como pode ser

observado nos resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Condic¢des de sintese de hidroxiapatita e rendimento

SINTESE DE HIDROXIAPATITA POR CO-PRECIPITACAO QUIMICA

TEMPERATURA (°C) pH QUANTIDADE | peNDIMENTO

DE I
DA REAGAO
INICIAL FINAL | INICIAL | FINAL PRECL';;TADO (%)

ROTA REAGENTES

14,7 g de H3PO, em 500
mL de agua

1 29,45 g de CaCl.2H,0em | smpiente | ambiente | 10,1 10,1 6,64 32,82
500 mL de agua

180 mL de NH,OH a 15 %,

14,7 g de H3PO, em 500
mL de agua

2 29,45 g de CaCl,.2H:0 em | gmpiente 90 9,82 10 12,8 63,27
500 mL de agua

180 mL de NH,OH a 15 %,

14,7 g de HsPO4 em 500
mL de agua

3 | 29459 de CaCl>2H,0 em 80 80 105 | 105 16,9 83,54
500 mL de agua

180 mL de NH,OH a 15 %,

RENDIMENTO TEORICO DA REAGAO (Ca/P = 1,67) 20,23 100

Fonte: a autora, 2021.

As condicdes de reacdo (temperatura e pH) mostraram grande influéncia no
rendimento de transformacao dos fosfatos de calcio em precipitado de hidroxiapatita,
uma vez que as condicfes para obtencdo de apatitas sintéticas para implantes
0sseos ocorrem em um ambiente com deficiéncia de célcio (Ca/P = 1,67), similar a
relacdo encontrada em apatitas naturais que tem grande influéncia na interagédo

entre os componentes que formam a estrutura 0ssea.
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5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (FTIR)

Os precipitados obtidos em cada rota apés serem lavados e secos, foram
caracterizados por ensaios de FTIR antes e ap0s a calcinagdo cujos espectros sao

mostrados nas figuras 13 e 14 respectivamente.

Figura 13 — Avaliacdo das hidroxiapatitas hidratadas

HIDROXIAPATITA HIDRATr;DA — Rota 1

——— e
HIDROXIAPATITA HIDRATADA — Rota 2

— \
HIDROXIAPATITA HIDRAT#DA — Rota 3

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Absorbancia

Comprimento de Onda (cm -1)

Fonte: a autora, 2021.

Figura 14 — Avaliacdo das hidroxiapatitas ap6s calcinacao

HIDROXIAPATITA CALCITADA - Rota 1
HIDROXIAPATITA CALCINADA — Rota|2
HIDRDX-IAPATITA CALCTAADA - Rota|3
|
[ B

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de Onda (cm -1)

Fonte: a autora, 2021.
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Comparando os espectros de Absorbancia das amostras antes e apos a
calcinacéo, verificamos que os precipitados de hidroxiapatita obtida em todas as
rotas ndo apresentaram picos nas regides que indicam a presenca de carbonatos
nem agua ou hidroxila incorporada a estrutura cristalina.

Segundo Bose (2003), para hidroxiapatitas sintetizadas por precipitacdo a
temperatura acima de 75°C e posteriormente tratadas termicamente, pode-se
afirmar que ndo ha moléculas de agua presentes na rede cristalina. Isto pode ser
confirmado pela analise dos espectros de FTIR (Figura 14), que revela a auséncia
do sinal grande que deveria estar localizado a 3.550 centimetros™ que é atribuida
aos sinais da agua de cristalizacdo, isto €, moléculas de agua retidas na célula
unitaria da apatita.

Apos a calcinacao, foram preparados compdsitos com parte das amostras de
hidroxiapatitas com citrato de calcio e colageno parcialmente hidrolisado, utilizando
as proporcdes de cada componente (hidroxiapatita : Citrato e hidroxiapatita
coldgeno) similares ao encontrado no 0sso natural.

Os espectros de FTIR para caracterizacdo dos compdsitos hidroxiapatita :
citrato de calcio e hidroxiapatita : coldgeno sdo mostrados nas Figuras 15 e 16

respectivamente.

Figura 15 — Espectro de FTIR do compdsito hidroxiapatita : Citrato de célcio

[ L
-‘-\\h_________'__.,-—f-_'_-—
CIMTRATO DE CALCID _\?
\

HIDROXLWPETITA COM CITRATD — Rote 3

L
HIDROXIAPATITS COM CITRATO — Rots 2 v

rT 1171 T 17T 1T 1T 1T 1TT T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
asono

Io0o oo Zooo 1500 oo

——

Absorbancia

HIDROXILAPETITA COM CIMRATO — Rota 1

Comprimento de Onda [ con -1)

Fonte: a autora, 2021.
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O espectro da amostra de citrato de célcio apresenta uma banda larga em
3400 cm™* que é atribuida ao alongamento do grupo OH, que resulta da hidratacédo
pela Agua. O espectro também mostra picos em 1580 e 1400 cm™ devido ao anti-
simétrico e vibragBes simétricas do grupo COO, respectivamente.

De acordo com o que apresenta a figura 15, ndo foi possivel avaliar pelo
espectro de FTIR a possivel interacdo entre as estruturas cristalinas do citrato de
calcio com a estrutura do fosfato da hidroxiapatita.

De acordo com o que apresenta a figura 18, € possivel identificar a presenca
de hidroxilas na regido de comprimento de onda entre 3700 e 3200 cm ! sugerindo a
presenca de agua de hidratacdo. Os espectros também mostram picos
caracteristicos de ligac6es tipo amida na regido de comprimento de onda entre 1650
e 1450cm -1, caracteristico de radicais amida. Os picos sdo mais evidentes na
hidroxiapatita calcinada obtida na rota 1, sugerindo o encapsulamento das particulas

da hidroxiapatita pelo colageno parcialmente hidrolisado.

Figura 16 — Avaliacdo dos compdsitos de hidroxiapatita : colageno

—

COLAGENO

HIDROXIAPATITA COM COLAGENO —{ Rota 3

HIDROXIARPATITA COM }:OLAGENO — Rota 2

| ———
HIDROXIAPATITA COM COLAGENO - Rota 1 j’n/

3500 3000 2500 2000 1500 1000

<<}

Comprimento de Onda (cm -1)

Fonte: a autora, 2021.
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5.3 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Os difratogramas de raios X dos precipitados de hidroxiapatita hidratada
obtidos nas 3 rotas de sintese utilizadas sdo apresentados na figura 17.

Figura 17 — Difracdo de raios X das hidroxiapatitas hidratadas - Rotas 1, 2 e 3

HIDROXIAPATITA HIDRATADA

ROTA 1

ROTA 3

Contagem

10 20 30 40 50
26 (graus)

Fonte: a autora, 2021.

Os difratogramas mostram que todas as rotas utilizadas produziram
precipitados com as mesma caracteristicas de difracdo, demonstrando que
apresentam predominantemente a mesma fase mineral. O precipitado obtido pela
rota 1 mostra a presenca de certa quantidade de material amorfo, enquanto o
precipitado obtido pela rota 3 apresenta uma linha de base mais baixa, mais reta e
com menos ruido e picos definidos, indicando um precipitado de maior cristalinidade.

O difratograma de raios X do precipitado calcinado obtido pela rota de sintese
3 mostrado na figura 18, apresentou perfil cristalografico similar ao padrdo ICSD-
26204, que foi utilizado por Amorim (2020).
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Figura 18 — Perfil cristalogréafico da hidroxiapatitas calcinadas a 600 °C - Rota 3
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Fonte: a autora, 2021

N&o foram encontrados picos que indicassem a formacéo de fosfato tricalcico

(TCP) ou de carbonato de célcio devido ao alto grau de transformacéo alcancado.
A figura 19 mostra o difratograma dos compdsitos hidroxiapatita calcinada /

citrato de célcio, onde foram adicionados citrato na propor¢ao similar ao encontrado

em 0Ss0s haturais.

Figura 19 — Difracdo de raios X das hidroxiapatitas calcinadas / citrato de célcio

Hidroxiapatita - Citrato de calcio
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| .
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Fonte: a autora, 2021.
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N&o foram observados picos de citrato de calcio livre. N&ao foi possivel
encontrar picos no difratograma sugestivos de estruturas cristalinas resultantes da
interacdo entre o citrato de célcio e os fosfatos da hidroxiapatita, sugerindo que os
ions citrato foram incorporados a uma camada hidratada da estrutura da
hidroxiapatita, podendo ser comprovado usando uma combinacdo de espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de estado solido, difracdo de raios X (DRX) de p6

e 0s principios de calculos de estrutura eletrénica.

5.4 RESISTENCIA MECANICA A COMPRESSAO

Quando um objeto é testado em compressdo, a falha pode ocorrer como
resultado de tensdes complexas no interior deste objeto. As forcas de compressao
aplicadas em cada extremidade do espécime sdo transformadas em tensfes de
cisalhamento ao longo de uma &area em forma de cone localizada em cada
extremidade do cilindro (figura 20) e, como resultado da acdo dos dois cones nesse
cilindro, sdo transformadas em tensfes de tracdo na por¢do central da massa do
corpo. Por causa desta configuracdo de tensdes no corpo, torna-se necessario
adotar tamanhos e dimensdes padronizados para se obterem resultados
reprodutiveis (SAKAGUSHI, 2012).

Figura 20 — Tensdes complexas desenvolvidas em
uma carga de compresséao

il

Fonte: Adaptado de SAKAGUSHI, 2012.
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De acordo com Sakaguchi, 2012, no esquema de distribuicdo de forcas da
figura 20, verifica-se que, para o teste de resisténcia a compressao, se um corpo de
prova cilindrico for muito curto, a distribuicdo de tensdes se torna mais complicada
como resultado da formacao de cones de tensdes sobrepostos nas extremidades do
cilindro. Se o espécime for muito comprido, pode ocorrer encurvamento durante o
ensaio. Portanto, o cilindro para o ensaio deve ter um comprimento equivalente ao
dobro ou até 5 vezes o seu didmetro para se conseguir resultados mais
satisfatorios. O teste de compressdo € o mais adequado para comparar materiais
gue sao friaveis e geralmente pouco resistentes em tracao.

Os corpos de prova confeccionados para o teste de compressdao do
composito  de  hidroxiapatita/citrato/colageno  tiveram  seu  comprimento
aproximadamente o dobro do seu diametro. As faces dos cones foram
cuidadosamente lixadas para ficarem planas para evitar problemas de cisalhamento
e inclinacdo dos corpos de prova durante o carregamento evitando a geracdo de
falsos resultados.

A figura 21 mostra o corpo de prova centralizado no disco inferior (A); e a
quebra estilhacada devido a uniformidade de tensBes internas durante o
carregamento (B). A figura 22 mostra a forma de quebra dos demais corpos de
prova ensaiados.

Figura 21 — Ensaio de resisténcia mecanica a compressao

!

Fonte: a autora, 2022.

e R i

A - Corpo de prova antes do ensaio. B - Corpos de provarompido ap6s o ensaio
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Figura 22 — Corpos de prova ap0s 0 ensaio de resisténcia mecanica a compressao

Fonte: a autora, 2022.

Os resultados obtidos no ensaio mecéanico de resisténcia a compressao sao
apresentados na Tabela 4. Foram ensaiados 2 corpos de prova sem tratamento em

forno de micro-ondas e 3 corpos de prova tratados termicamente.

Tabela 4 — Resultado do ensaio de resisténcia a compressao

ENSAIO DE RESISTENCIA MECANICA A COMPRESSAO

Corpo de Area da secéo Forca maxima Tenséo de Tratamento térmico
prova (mm?2) aplicada (kN) ruptura (Mpa) em micro-ondas

1 381,89 1,782 4,67 néo

2 380,80 1,789 4,70 néo
Valor médio 4,685

392,74 2,083 5,28 sim

375,3 2,080 5,35 sim

375,95 2,244 5,97 sim
Média 5,533

Fonte: a autora, 2022.

O o0sso é um composito natural poroso e denso, sua COmpoSiGdo nao
homogénea e anisotrépica fornece diferentes valores para médulos de elasticidade

guando o 0sso é testado em variados locais. As propriedades medidas neste tecido
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serdo dependentes da direcao realizada, sendo assim ele apresenta um valor para o
modulo no sentido transversal diferente do valor do médulo no sentido longitudinal.
Esses valores diferentes devem-se em parte, a composicdo ndo homogénea e as
fibras colagenas que formam diferentes agrupamentos dependendo do tipo do 0sso
(SIQUEIRA, 2009).

Segundo a literatura, o 0sso cortical apresenta resisténcia a compressao de
137,8 Mpa, enquanto o 0sso trabeculado apresenta resisténcia a compressdo de
41,4 MPa. A Resisténcia a Compressdo é dada pela forca aplicada para causar
fratura, ou carga correspondente a 2% de deformacgdo permanente (regido elasto-
plastica) dividida pela area da secao transversal original do cilindro (GRAAF, 2012).

A resisténcia a compressao do compdsito hidroxiapatita/citrato/colageno
apresentou valores baixos quando comparados com a resisténcia a compressao de
0sso natural e a alguns substitutos de ossos comerciais . Segundo Habraken et al.
(2007) sdo comercializados produtos substituto 6sseo de alta resisténcia mecéanica
tais como Calcibon (60-70 MPa), Biosorb (15-150 MPa), Biopex (80 MPa) e
Cementek (20 MPa). Estes produtos sdo bastante compactos. Por outro lado
existem alguns substitutos comerciais que apresentam valores semelhantes aos
encontrados para o0 composito hidroxiapatita/citrato/colageno com os valores
obtidos experimentalmente como, por exemplo, o Pro-Osteon (2-4 MPa) e o
Endobon (1-20 MPa) (HABRAKEN et al., 2007).

Uma potencial aplicacdo para este compdsito € na regeneracao de 0SS0S
esponjosos. Apesar de ndo apresentarem elevada resisténcia mecanica, diversos
autores relataram que dispositivos semelhantes ao produzido foram capazes de agir
como moldes durante as primeiras fases de regeneracdo O6ssea, sendo
biodegradado e substituido pela nova matriz 6ssea a uma velocidade compativel
com a formacao do novo tecido.

Ao final do tratamento térmico em forno de micro-ondas foi observado
aguecimento dos corpos de prova em cada fase do tratamento, e perda de peso
sugerindo vibracdo de moléculas de agua, seguida de perda de peso, como mostra

a tabela de dados dos materiais e dos corpos de prova ensaiados (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resultado do ensaio de aquecimento em forno de micro-ondas

DADOS DOS MATERIAIS E DOS CORPOS DE PROVA DO COMPOSITO

Densidade da hidroxiapatita 3,156 g/cm3
Densidade da gelatina 1,020 g/cm3
Corpo Dimensdes Peso a Peso apés Densidade a Densidade apés
de (cm) verde (g) tratamento verde (g/cm?) tratamento térmico
prova térmico (9) (g/cm?3)
1 1,42 x 2,72 3,9636 - 1,037 -
2 1,40 x 2,72 4,3137 - 1,133 -
3 1,45 x 2,69 4,0679 3,9756 1,043 1,019
4 1,39x 2,70 4,1286 4,0499 1,088 1,067
5 1,39 x 2,69 4,1084 4,0065 1,099 1,072
VALOR MEDIO 1,0798 1,0600
Fonte: a autora, 2022.
Foi avaliado que os corpos de prova do composito

hidroxiapatita/citrato/colageno apresentavam densidade bastante

reduzida em

relacdo a densidade dos materiais de partida, sugerindo um corpo de prova bastante

poroso, o que pode justificar sua baixa resisténcia mecanica a compressao.

A sugestdo de material com grande quantidade de poros também pode ser

avaliada através da curva de Tensdo x Deformacdo do ensaio de resisténcia

mecéanica & compressao, como mostrado na figura 23.

Figura 23 — Curva de tensdo com regido de adensamento de poros
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Fonte: a autora, 2022.

0050 0101 0126

Deformacao %



56

A curva acima mostra uma sequéncia de queda de tensdo durante o
carregamento, caracteristico de acomodacédo de estruturas internas do corpo de

prova até o adensamento total e atingir a tensdo de ruptura a compressao.
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6 CONCLUSAO

Nas ultimas décadas, o setor de biomateriais ndo s6 cresceu em numero de
produtos disponiveis e em desenvolvimento, mas também avangou economicamente
de maneira significativa. Entretanto, apesar da grande disponibilidade atual de
biomateriais, os desenvolvimentos nesta area sdo ainda uma necessidade, visto que
boa parte dos dispositivos tecnologicamente mais avancados esta restrita ao uso
somente por uma pequena parcela da populacao.

Apesar do uso de biomateriais ja estar bem consolidado nas mais diversas
aplicacbes, o desenvolvimento de biomateriais inovadores de aplicacdo na area de
engenharia de tecidos e culturas de células tém papel de grande relevancia e
demandardo muitos esforcos e investimentos.

De acordo com os resultados alcancados neste trabalho, o compoésito de
hidroxiapatita/citrato/colageno parcialmente hidrolisado obtido  mostrou grande
potencial para uso em enxertia 6ssea como suporte de adeséo e proliferacéo celular,
apresentando-se como material poroso e com resisténcia mecanica similar a
produtos comerciais.

A rota de sintese do pé ceramico de hidroxiapatita com aguecimento e em
meio fortemente alcalino mostrou-se adequada para a obtencdo de material denso
de alta cristalinidade e com bom rendimento de reagdo estequiométrica.

O método de gelcasting para a confeccdo dos corpos de prova utilizando
pecas em gesso para reduzir o excesso de agua apresentou excelentes resultados
formando corpos de prova porosos com dimensfes estaveis, sem defeitos de
bolhas, falta de preenchimento ou distor¢des.

A dispersdo do pé ceramico de hidroxiapatita em uma solucdo de colageno
parcialmente hidrolisado com as proporcdes similares as encontradas no 0sso
natural, produziu um gel elastico, que forma corpos firmes e flexiveis apds 24 horas
de conformados, sugerindo a possibilidade de conformacdo de scaffolds para
substituicdo e enxertia 6ssea com formas complexas, diferente da maioria dos
produtos comerciais.

O processo de tratamento térmico utilizando a radiacdo em forno de micro-
ondas nas condi¢cdes proposta, (5 ciclos de aquecimento de 15 segundos em

poténcia méaxima de radiacdo e 5 minutos de intervalo entre ciclo) com o objetivo de
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aguecimento gradual do material para reducdo do teor de agua e promover a
retrogradacdo das fibras de colageno, promovendo a formacédo parcial de tripla
hélice do colageno foi capaz de promover um pequeno adensamento dos corpos de
prova, porém, com um incremento de 0,848 MPa na resisténcia mecéanica a
compressdo do compdésito, correspondente a um aumento de 18,1 % da resisténcia
a compressao do material, indicando o enrijecimento da matriz de colageno.

Este aumento substancial na resisténcia mecanica desse compdsito sugere a
necessidade de trabalhos futuros de aprimoramento do processo de tratamento
térmico utilizando a radiacdo de forno de micro-ondas para materiais formulados
com matriz de colageno parcialmente hidrolisado.

Também € sugestivo a realizacdo de trabalhos futuros para avaliar a
morfologia do grdo de hidroxiapatita obtida pelo método de sintese da rota 3
desenvolvida neste trabalho, bem como a avaliacdo do efeito da distribuicdo e
tamanho de poros em corpos de prova produzidos com o gel similar ao produzido

neste trabalho.
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