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MELLO, L. F. G. Propriedades fisico-quimicas e morfolégicas de enxerto 0sseo
nanoestruturado de hidroxiapatita sintetizado via sol-gel. 54 folhas. [Dissertacéo].
Cuiaba: Universidade de Cuiaba, Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Odontologicas Integradas; 2023.

RESUMO

Muitos estudos tém sido realizados a fim de desenvolver biomateriais com potencial
de aplicacdo na regeneracdo do tecido 6sseo. Nesse contexto, a hidroxiapatita
(HAp) apresenta grande potencial devido as suas propriedades osteoindutoras e
osteocondutoras. No presente estudo particulas de HAp foram obtidos pelo método
sol-gel simplificado usando nitrato de célcio e &acido fosférico como reagentes
precursores. Os tratamentos térmicos a 700°C e 900°C por 3 horas do gel obtido
durante a sintese foram realizados a fim de promover a cristalizacdo do p6 ceramico.
As HAps experimentais assim obtidas foram avaliadas quanto a formacéo de fases
cristalinas por meio da técnica de Difracdo de raios X (DRX), enquanto a analise dos
grupos funcionais foi investigada por espectroscopia no Infravermelho (FTIR). A
morfologia das particulas foi avaliada por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). As propriedades foram avaliadas em comparacao a dois grupos de enxertos
comerciais, sendo um deles de origem bovina (enxerto 6sseo Bio-Oss, Geistlich), e
outro sintético (enxerto 6sseo HAp Bion, Bionnovation Biomedical). Os resultados de
DRX indicaram que a fase cristalizada corresponde a 100% HAp. Portanto, fases
cristalinas secundarias nao estiveram presentes. As ligacdes quimicas atribuidas por
FTIR estdo relacionadas a presenca dos ions fosfato (PO4%), ions hidroxila (OH") e
ligacdo fésforo-hidroxila (P-OH). Analises de MEV revelaram que as particulas de
HAp experimental formaram aglomerados, constituidos por particulas nanométricas.
Os resultados das caracterizacfes permitiram concluir que a sintese pelo método
sol-gel foi realizada com éxito. As propriedades foram coerentes com as
apresentadas pelos grupos comerciais, 0 que permite prever a possibilidade de
aplicacao futura do sistema experimental desenvolvido.

Palavras-chave: 1. Hidroxiapatita; 2. Bioceramica; 3. Sintese; 4. Enxerto;
5. Regeneragéo 0ssea.



MELLO, L. F. G. Physicochemical and morphological properties of nanostructured
hydroxyapatite bone graft synthesized via sol-gel. 54 pages. [Dissertacédo]. Cuiaba:
Universidade de Cuiaba, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Odontologicas
Integradas; 2023.

ABSTRACT

Many studies have been carried out to develop biomaterials with potential application
in bone tissue regeneration. In this context, hydroxyapatite (HAp) has great potential
due to its osteoinductive and osteoconductive properties. In the present study, HAp
particles were obtained by the simplified sol-gel method using calcium nitrate and
phosphoric acid as precursor reagents. Thermal treatments at 700°C and 900°C for 3
hours of the gel obtained during the synthesis were carried out to promote the
crystallization of the ceramic powder. The experimental HAp thus obtained were
evaluated for the formation of crystalline phases using the X-ray Diffraction (XRD)
technique, while the analysis of functional groups was investigated using Infrared
Spectroscopy (FTIR). The morphology of the particles was evaluated by Scanning
Electron Microscopy (SEM). The properties were evaluated in comparison to two
groups of commercial grafts, one of which was of bovine origin (Bio-Oss bone graft,
Geistlich), and the other was synthetic (HAp Bion bone graft, Bionnovation
Biomedical). XRD results indicated that the crystallized phase corresponds to 100%
HAp. Therefore, secondary crystalline phases were not present. The chemical bonds
attributed by FTIR are related to the presence of phosphate ions (PO4%), hydroxyl
ions (OH") and phosphorus-hydroxyl bond (P-OH). SEM analyzes revealed that the
experimental HAp particles formed clusters, consisting of nanometric particles. The
characterization results allowed us to conclude that the synthesis using the sol-gel
method was carried out successfully. The properties were consistent with those
presented by commercial groups, which allows us to predict the possibility of future
application of the developed experimental system.

Keywords: 1. Hydroxyapatite; 2. Bioceramics; 3. Synthesis; 4. Graft; 5. Bone
regeneration.
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1 INTRODUCAO

A substituicdo 0ssea é um fendmeno complexo e uma tarefa desafiadora de
realizar. Os enxertos dsseos sdo bastante comuns sendo o0 segundo tecido mais
transplantado depois do sangue. As areas da odontologia, ortopedia e neurocirurgia
sao responsaveis por mais de 2,2 milhdes de procedimentos de enxertos realizados
anualmente em todo o mundo para reparar defeitos 6sseos (Levandowski Junior,
2014; Fukuba et al., 2021). A busca por tratamentos de complicacbes por lesbes
esqueléticas pds-traumaticas, como unides tardias, pseudoartroses, defeitos apds a
remocao de tumores 0sseos e varias doencas congénitas, sdo dificuldades que com
o auxilio de enxertos 6sseos podem ser superados com sucesso (Aludden et al.,
2017).

Em pacientes edéntulos parciais ou totais, a reconstrucdo do processo
alveolar para a reabilitacdo funcional e estética com implantes dentarios vem se
tornando uma realidade cada vez mais segura e previsivel. Para estas reconstrucdes
0sseas sdo utilizados biomateriais que podem ser divididos em dois grandes grupos:
0s enxertos e os implantes substitutos ésseos (Pilger et al., 2018). Entende-se como
implante todo biomaterial com auséncia de células vivas, por exemplo, hidroxiapatita,
0sso mineralizado ou desmineralizado, implante xendgeno, vidro bioativo, entre
outros. O enxerto € uma parte de tecido que € retirada de um local doador e
transferida para um local receptor no mesmo momento cirdrgico com a finalidade de
reconstruir o local receptor e que apresenta vitalidade tecidual, como por exemplo,
enxerto 6sseo autdgeno em forma de particulas ou blocos (Carvalho et al., 2011).

Com o intuito de alcancar um enxerto 6sseo bem-sucedido temos a
necessidade de entender a biologia 0ssea e seus elementos constituintes. O 0sSso
fisiol6gico maduro € composto por aproximadamente 30% de matriz organica e 70%
de sais de célcio. A hidroxiapatita (HAp) é o principal sal cristalino, composto de ions
calcio e fosfato. No 0sso compacto encontramos cristais de HAp que conferem
resisténcia compressiva e sao ligados as fibras de colageno, as quais fornecem
resisténcia a tracdo (Hall, 2015).

O “padrao ouro” de enxerto para regeneracdo 0ssea ainda é o autégeno por
suas propriedades osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutivas. Buscando
diminuir a morbidade cirargica do enxerto autégeno, pois necessita de uma area

doadora, varias empresas tém investido na producdo de biomateriais para
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substituicdo 6ssea (Chan et al., 2013; Pilger et al., 2018). Contudo, para um melhor
aproveitamento destes produtos, € muito importante conhecer as caracteristicas e 0
comportamento dos tecidos e biomateriais. A aplicagdo desses biomateriais
associada a utilizacdo de uma técnica cirargica adequada, vem resultando em ganho
substancial de qualidade e quantidade em areas com deficiéncia 6ssea. Porém, as
varias marcas e diversos produtos que sdo encontrados no mercado brasileiro
geram duvidas na escolha do melhor e mais indicado biomaterial para cada situagéo
especifica (Pilger et al., 2018).

Na odontologia, esfor¢cos recentes tém sido investidos no desenvolvimento de
substitutos 6sseos, assim novos produtos sdo apresentados constantemente no
mercado. Tais produtos sdo utilizados em intimo contato com tecidos biologicos
como polpa, dentina, tecido periodontal e osso alveolar. Diante disso, os biomateriais
devem ser usados com precaucdo e sua indicacdo para as inumeras situacoes
clinicas deve ser bem avaliada, levando em consideracéo critérios clinicos e éticos,
bem como os riscos e beneficios do tratamento (Sheikh et al., 2019).

Analisando-se o0s produtos comerciais para enxertia 0ssea disponiveis
atualmente, observou-se que embora os produtos disponiveis sejam biocompativeis
com a area receptora no sitio cirargico, as opcoes se limitam a HAp sintética ou de
origem animal, principalmente a bovina. Ainda, de acordo com a literatura, a
padronizacdo dos produtos € deficiente quando se comparam diferentes produtos e
lotes, independente da origem, 0 que pode impactar diretamente na resposta
bioldgica, com diferentes resultados clinicos (Gemelli et al.,, 2020). Segundo a
Associacdo Brasileira da Industria Médica, Odontologica e Hospitalar (Abimo), o
mercado de enxertos 0sseos movimenta anualmente R$ 1,2 bilhdo e tem crescido
15% ao ano, especialmente por exportarem para inumeros paises. Portanto,
observa-se que h& espacgo para o langamento de novos produtos, especialmente
para materiais inovadores.

Assim, o0 presente estudo visou desenvolver um enxerto 0Sseo
nanoestruturado de HAp sintética por meio da rota de sintese quimica baseada no
método sol-gel e avaliar suas propriedades estruturais e morfolégicas em
comparacao a dois grupos comerciais, sendo um deles de origem bovina e outro

sintético.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora a utilizagdo de enxertos autdgenos seja uma das préticas mais
comuns para reparagdo 0ssea, a tendéncia futura é a utilizacdo de biomateriais a
base de fosfatos de calcio sintéticos, pois 0s enxertos autdgenos apresentam
disponibilidade limitada e estdo associados com dor do paciente, podendo também
resultar em infeccdo, perda de sensibilidade e hematoma (Gemelli et al., 2020).
Enxertos alégenos e xenbégenos também tém sido utilizados em odontologia, mas
seus desempenhos bioldgicos séo inferiores quando comparados com biomateriais
sintéticos tais como HAp, fosfato tricalcico (TCP) ou compostos bifasicos HAp/TCP
(Levandowski Junior, 2014). Além disso, a utilizacdo de biomateriais de origem
animal tem riscos de transmisséo de doencgas e de imunogenicidade (Legeros, 2002;
Keith-Jr et al., 2006).

Associado a isto, existe a necessidade do Cirurgido-Dentista compreender as
propriedades bioldgicas, fisico-quimicas e morfoldgicas dos biomateriais utilizados
no reparo de defeitos 0sseos na Odontologia e avaliar se esses materiais sdo
realmente eficientes. Para uma reabilitacdo oral, estes biomateriais deverdo ser
utilizados como terapia ao tratamento de sequelas ou como artificio complementar a
instalacdo de implantes. Diante do exposto, justifica-se o estudo desenvolvido na
aquisicdo de dados que refletissem a real eficacia do biomaterial proposto a base de
HAp, o qual podera ainda auxiliar no desenvolvimento de novos produtos para
enxertia. A hipotese testada foi que a metodologia de sintese via sol-gel proposta

resultaria em uma HAp nanoestruturada e de elevada cristalinidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Classificagdo dos biomateriais quanto a sua origem

Biomateriais sdo materiais de origem bioldégica ou sintética que sao
utilizados para a confeccdo de implantes, enxertos, dispositivos ou sistemas que
entrardo em contato com sistemas biolégicos e tecidos vivos com o0 objetivo de
reparar perdas teciduais e restaurar funcbes prejudicadas por processos
degenerativos ou traumas (Turrer, 2008; Levandowski Junior, 2014).

Os biomateriais utilizados em procedimentos que requerem reposicdo 0ssea
devem apresentar caracteristicas ideais que incluem a forma anatdomica desejada
pré-especificada, suporte ao peridsteo, aceleracdo da remodelacdo 0ssea,
osteoconducdao, funcéo carreadora para antibiéticos, para fatores de crescimento, ou
ainda, para terapia génica combinada a engenharia tecidual (Hoexter, 2002; Sulzer
et al., 2022). Quanto a sua origem, h& 4 divisbes béasicas para a classificacdo dos
biomateriais usados para reparacao 0ssea: autdlogo ou autoenxerto (material obtido
do préprio paciente), homologo ou aloenxerto (composto de material de outro
individuo da mesma espécie), heterégeno ou xenoenxerto (material obtido de outra

espécie) e aloplasticos (materiais inorganicos ou sintéticos) (Sulzer et al., 2022).

3.1.1 Enxerto autélogo (autégeno)

Segundo Silva Junior et al. (2001) os autoenxertos sao integrados a partir do
préprio individuo. Dentre os diferentes tipos de enxertos 6sseos, 0S enxertos
autégenos sao o0s Unicos que podem fornecer células Osseas vivas
imunocompativeis, as quais sdo a base da primeira etapa da osteogénese e séo
responsaveis pela proliferacdo de células O6sseas que correspondem a matriz
ostedide. Portanto, quanto maior o numero de células vivas transplantadas, mais
tecido 6sseo sera formado.

Os enxertos autdégenos sao considerados o “padrdo ouro” em comparacao
com outros substitutos Osseos devido as suas propriedades biolégicas de
osteoconducdo, osteoinducdo e osteogénese (Buser, 2010). Uma importante
vantagem do osso autégeno € que ele ndo apresenta risco de disseminacdo de
doencas ou possivel rejeicdo, o que garante um desfecho clinico previsivel

(Bannister, 2008). Assim, um enxerto autdgeno € eficaz no processo de regeneracao
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Ossea devido a todas as suas propriedades biologicas (Bauer, 2000; Lewandrowski
et al., 2000).

O enxerto autdgeno de areas doadoras intraorais exibe uma boa incorporacéo
no leito receptor e reabsor¢do minima, preservando assim o volume do 0sso
enxertado. Na cavidade oral destacam-se o tuber, processo coronoide, zigoma,
maxila e ramo maxilar como locais doadores. Esses locais apresentam algumas
vantagens sobre o0s locais extraorais, pois permitem melhor acesso cirlrgico,
implicam na inexisténcia de cicatriz cutdnea, minimizam o tempo operatorio,
envolvem apenas anestesia local, implicam em baixos custos financeiros e a técnica
pode ser realizada em consultério. Como uma vantagem adicional, pode-se destacar
ainda que a aplicacdo de enxerto autdgeno corresponde a uma técnica bem aceita
pelos pacientes (Pikos, 2000). No entanto, 0os enxertos autdgenos resultantes
geralmente apresentam certas desvantagens para o paciente, tais como implicar em
dois locais cirdrgicos (doador e receptor), a limitacdo da quantidade de 0sso
disponivel, a morbidade cirtrgica, o tempo transoperatério e o risco de danos
vasculares e nervosos (Bauer, 2000; Zerbo, 2003). Devido a estas condicoes
negativas do enxerto autégeno, a procura por substitutos 6sseos de outras origens

tem crescido (Sobreira, 2011).

3.1.2 Enxerto homdlogo (aloenxerto)

O transplante homoélogo refere-se a transferéncia de tecidos ou 6érgaos
removidos de um individuo para outro grupo da mesma espécie. Uma vantagem
importante dos aloenxertos 6sseos € a capacidade de armazenar tecidos em um
banco, permitindo uma quantidade satisfatéria de doadores. O osso aldgeno € obtido
assepticamente de doadores vivos ou cadavéricos e congelado, ficando disponivel
para receptores apos pelo menos seis meses de quarentena a - 80 °C (Contar et al.,
2009). Ainda assim, os aloenxertos apresentam algum risco de antigenicidade,
embora sejam geralmente tratados com congelamento, radiacdo ou agentes
quimicos destinados a prevenir reacdes de corpos estranhos (Lindhe, 2005). Um
implante alégeno também é muito Util em odontologia, porque evita a morbidade do
local doador e é uma opcao interessante quando uma quantidade significativa de
0SSO € necessaria. Somado a isto, o tempo de operacdo € minimo e o custo do

procedimento é considerado baixo (Waasdorp; Reynolds, 2010).
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Os tipos de aloenxertos geralmente usados sdo 0sso trabecular congelado e
osso iliaco medular, osso mineralizado, enxerto de 0sso seco congelado e enxerto
de osso seco congelado descalcificado. A vantagem em usar uma anestesia local
exclusiva € significativa, pois evita um procedimento cirargico intra-hospitalar como
no caso da remocdo do osso da crista iliaca. Além disso, reduz o custo do
procedimento e dispde de grandes quantidades de material para enxertia. As
desvantagens incluem a possibilidade de transmissdo da doengca e o potencial
antigénico (Precheur, 2007).

Cada tipo de enxerto em bloco tem suas vantagens e desvantagens. NO 0Sso
esponjoso, a facilidade de penetracdo de vasos sanguineos no enxerto compensa a
falta de resisténcia ao estresse mecanico. Quanto mais denso o enxerto 6Sseo,
melhor sua capacidade de resistir ao estresse mecanico. Por exemplo, se
considerarmos o0 0sso cortical que € mais duro, apds sua revascularizacdo e
integracao torna-se 0sso viavel (Peleg et al., 2010). O bloco cértico-medular alégeno
pode ter algumas vantagens sobre os enxertos de blocos corticais devido ao rapido
processo de recuperacao (Wallace; Gellin, 2008).

3.1.3 Enxerto heterélogo (xenoenxerto)

Compreendem enxertos provenientes de outras espécies. Assim, 0s animais
doadores requerem tratamento antigénico, delipidacdo e desproteinizagdo, o0 que
consequentemente reduz sua capacidade osteoindutora (Reddi, 2003). Segundo
Rodrigues (2003), os xenoenxertos de origem bovina sdo os mais utilizados, mas
sua origem também pode derivar de porcos ou cavalos, sendo sua matéria-prima
obtida pelo processamento de ossos longos, tenddo, pericardio, submucosa
intestinal ou outros sitios anatdémicos.

Dentre os biomateriais disponiveis da classe de xenoenxertos de origem
bovina, agueles produzidos com 0 0SSO esponjoso apresentam particular interesse,
devido a sua arquitetura ser constituida de poros biologicamente desenhados que
favorecem a invaséo celular e vascular até o centro do defeito (Teixeira, 2007).

3.1.4 Enxerto aloplastico
Os materiais sintéticos ou aloplasticos, pela sua ampla disponibilidade e por
nao envolver o procedimento cirdrgico de um sitio doador, possibilitaram ndo apenas

o desenvolvimento de novos e importantes biomateriais utilizados atualmente em
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préteses clinicas, mas também a descoberta cientifica de que os implantes poderiam
ser obtidos sinteticamente e, ainda assim, ndo serem rejeitados pelo organismo
(Navarro, 2008; Sulzer et al., 2022). Contudo, 0os enxertos devem permitir uma
diferenciacdo do tecido 0sseo, servindo de arcabouco para as células. Devem-se
degradar a medida que o0 osso se recompde, além de permitir ser produzidos em
escala suficiente a fim de garantir a estabilidade primaria do implante (Sulzer et al.,
2022).

Segundo Misch (2008) os materiais bioceramicos sao os mais utilizados e
podem ser caracterizados como bioinertes, tais como o 6xido de aluminio e 6xido de
tithnio, e como bioativos, como o fosfato de calcio e hidroxiapatita que se
caracterizam por promover o0 processo de osteoinducdo. Entretanto, é de
fundamental relevancia conhecer as propriedades fisico-quimicas e respostas
biolégicas desenvolvidas por estes tipos de biomateriais, a fim de realizar a

indicacdo adequada para cada caso especifico.

3.2. ReagOes dos biomateriais de enxertia no organismo

Enxertos de substituicio Ossea servem como uma estrutura para o
desenvolvimento de coagulos, maturacdo e remodelacdo que, em Uultima analise,
levam a formacao 6ssea em defeitos 6sseos (Sheik, 2013). Ap6s a implantacdo do
material de enxerto, os tecidos duros e moles do leito hospedeiro ao redor do
enxerto devem ser viaveis e ter suprimento sanguineo adequado. E raro que os
enxertos tenham éxito quando colocados dentro do o0sso hospedeiro ndo vital. Nas
semanas seguintes a implantacdo, novos vasos sanguineos, células intersticiais, e
tecido 0sseo (por novos osteoblastos) sdo produzidos pelo leito hospedeiro a fim de
criar o complexo 6sseo de tecido do enxerto. O material de enxerto e o tecido 6sseo
sdo fundidos para alcancar a forga mecéanica desejada. A formagdo déssea em
procedimentos de enxerto envolve um ou mais dos seguintes mecanismos
bioldgicos:

1. Osteogénese: A formacdo de 0sso novo por osteoblastos derivados do material
de enxerto em si.

2. Osteoinducéao: A capacidade de um material induzir a formacéo de osteoblastos a
partir do tecido circundante no local hospedeiro do enxerto, resultando em

crescimento 0sseo.
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3. Osteoconducédo: A capacidade de um material para suportar o crescimento do
0sso ao longo de uma superficie.

A osteogénese é conseguida com enxertos autbgenos e a presenca de
elementos celulares ou células progenitoras dos enxertos autdégenos sao
responsaveis por este processo (Schallhorn et al., 1970). Outros tipos de enxertos
de substituicho 6ssea nao fornecem nenhum elemento celular. O melhor cenério
para esses enxertos ndo autdgenos seria a osteoinducdo, que estimularia a
conversdo fenotipica de células progenitoras dentro da ferida cicatrizante para
aguelas que podem formar tecido 6sseo. Materiais osteocondutores fornecem um
andaime para permitir o crescimento e deposi¢cao 0ssea. A maioria dos enxertos de
substituicdo O6ssea sdo osteocondutores, materiais de enchimento relativamente
inertes e integram-se com 0 0sso novo sem fornecer muita evidéncia histologica de
extensa regeneracédo (Sheikh et al., 2017).

Embora a osteointegracéo, ou seja, a capacidade de se ligar quimicamente ao
0sso circundante ndo seja diretamente responsavel pela formacdo 6ssea, esta €
uma propriedade desejavel, pois auxilia na incorporagdo do enxerto no sitio
hospedeiro. O aspecto mais importante para o sucesso de um enxerto 0sseo € que
ele pode ser completamente reabsorvido e remodelado. Isso permite que o enxerto
nao interfira na adaptacéao fisiolégica do osso.

A presenca e recrutamento de precursores de osteoblastos e fatores de
crescimento em locais de aumento s&0 essenciais para que ocorra a regeneracao
O0ssea. Alguns materiais (enxertos autdgenos esponjosos) e o leito receptor podem
fornecer os precursores osteoblasticos necessarios (Finkemeier, 2002), enquanto 0s
fatores de crescimento derivam das células da vasculatura e leito receptor. A
reabsorcdo e formacdo Ossea ativa em todo o enxerto domina a fase inicial da
regeneracdo 0ssea em locais enxertados (Sheikh et al., 2015a, b). A dltima fase é
conhecida principalmente por ser caracterizada pelos processos osteocondutores
(URIST, 1980). A osteoconducao € uma funcdo de um substrato de enxerto 6sseo
fornecendo uma area de andaime tridimensional (3D) e promovendo o crescimento
interno de capilares do hospedeiro e células osteoprogenitoras (Cornell e Lane,
1998). Biomateriais que mimetizam a quimica e estrutura éssea natural séo
considerados ideais para a diferenciacdo osteogénica. A macroporosidade do
enxerto e a interconexdo dos poros tem um maior impacto no potencial de

osteoinducdo, bem como niveis mais altos de porosidade, formato dos poros e
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adequada interconectividade s&do essenciais para 0 crescimento dos vasos
sanguineos e deposicdo de matriz 6ssea (Mastrogiacomo et al., 2006).

Durante as semanas iniciais, o0 novo 0sso € sintetizado por osteoblastos
maduros que se diferenciam dos precursores osteoblasticos sob a influéncia de
osteoindutores. Os fatores de crescimento envolvidos na formacdo do novo 0sso
atuam diretamente nos osteoblastos e proliferacdo de fibroblastos, diferenciacdo de
células mesenquimais, deposicdo de matriz extracelular e proliferagdo vascular
(Boyne, 1988). Estagios iniciais de inducdo séo influenciados pelo fator de
crescimento de fibroblastos e fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF)
estimulando a proliferacdo de fibroblastos e osteoblastos. Por outro lado, as
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) afetam os estagios posteriores da
osteoinducdo como proliferacado vascular e diferenciacdo de células mesenquimais,
enquanto transformar o fator de crescimento beta ndo afeta a diferenciacdo de
células mesenquimais, mas atua na proliferacdo celular, deposicdo de matriz e

vascularizagéo (Sheikh et al., 2015c).

3.3 Hidroxiapatita para reparacdo 6ssea

Os fosfatos de calcio microporosos sdo muito pesquisados e demonstram ser
biomateriais potenciais em aplicacbes de reconstrugcdo Ossea maxilofacial, da
estrutura dental e em aplicacdes ortopédicas. Isso esta associado as propriedades
biolégicas que esses biomateriais oferecem (Dalménico, 2011; de Oliveira, 2010;
Almeida Camargo et al., 2012; Ghanaati et al., 2010; Sroka-bartnicka et al., 2017).
Outro ponto diferencial desses biomateriais esta relacionado a capacidade de
solubilidade que eles apresentam quando aplicados em meio bioldgico. Eles
permitem a liberagdo gradual de ions de calcio e de fosfato e promovem a formacgéo
de um novo tecido 6sseo (Ghanaati et al., 2010; Sroka-bartnicka et al., 2017).

A resposta biologica da HAp implantada em um defeito 6sseo segue um
mecanismo similar aquele da cura de uma fratura 0ssea: formacdo de hematoma,
inflamacéo, adesdo de células 6sseas e formagdo de osso novo (Canillas et al.,
2017). Durante a cura, a HAp estimula o crescimento &ésseo e proporciona
estabilidade biolégica dos tecidos reconstruidos por causa de suas propriedades

bioldgicas, dentre as quais destacam-se:
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a) Biocompatibilidade. Tem sido bem documentado que a HAp pode propiciar
condicbes para crescimento de 0ssoO novo por meio do mecanismo de
osteoconducdo sem causar qualquer toxicidade local ou sistémica, inflamacéo ou
resposta de corpo estranho. Assim, devido a sua excelente biocompatibilidade a
neoformacdo O0ssea ocorre sem nenhuma reacdo adversa (Canillas et al., 2017,
Bouler et al., 2017).

b) Biodegradabilidade. A HAp se dissolve em contato com os fluidos corporeos por
causa da atividade celular. Além disso, no caso de particulas nanométricas, elas
podem ser fagocitadas, e uma vez incorporadas no citoplasma, elas podem ser
dissolvidas por ataque &acido e/ou por processo enzimatico (Dorozhkin, 2013;
Dorozhkin, 2013; Zhao et al., 2021).

c) Bioatividade. Quando empregada como material de enxertia, a HAp reage com o
meio fisiolégico e cria ligacbes quimicas entre 0 0sso e 0 enxerto. A camada de
apatita que se forma na interface biomaterial/tecido 6sseo é a responsavel pela
ligacdo 6ssea (Bouler et al., 2017).

d) Osteocondutividade. A osteocondutividade se refere ao crescimento 6sseo sobre
a superficie e dentro da porosidade do biomaterial. Este fenbmeno € observado
apos a implantacdo de biomateriais de fosfato de célcio como HAp, fosfato tricélcico
ou bifasicos de fosfatos de calcio (Bouler et al., 2017; Kubasiewicz-ross et al., 2017).
Esta propriedade tem sido investigada por meio de estudos in vivo e colocaram em
evidéncia a excelente osteocondutividade destes biomateriais de fosfato de célcio
(Bouler et al., 2017; Dorozhkin, 2013).

e) Osteoinductividade. Também é conhecido que os fosfatos de célcio tém a
capacidade de estimular a proliferacdo e diferenciacdo de células 6sseas, induzindo
a formacéo de osso novo (Canillas et al.,, 2017; Bouler et al.,, 2017; Zhao et al.,
2021). Contudo, o mecanismo de osteoinducdo ainda ndo € bem conhecido, pois
depende de muitas variaveis, as quais variam de um biomaterial a outro por causa
das diferencas de composicdo, método e parametros de processamento dos
biomateriais estudados.

Todos os fosfatos de célcio tradicionalmente fabricados e estudados tais
como a HAp, fosfato tricalcico (TCP) e bifasicos HAp/TCP apresentam propriedades
biologicas que sédo de grande interesse em medicina e odontologia para a reparagao
Ossea. Estudos in vivo realizados em coelhos com HAp, TCP e o bifasico (60%

HAp/40% TCP, % em volume) revelaram que todos os biomateriais apresentaram
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um desempenho biolégico superior quando comparados com 0s controles: Coagulo
sanguineo e o0 biomaterial comercial (Bio-Oss) da empresa suica Geistlich
Biomaterials (Levandowski Junior, 2014; Gemelli et al., 2020).

Avancos recentes no desenvolvimento de materiais substitutos 6sseos tém
buscado produzir HAp com particulas em tamanho nanométrico, a qual apresenta
propriedades biomecanicas melhoradas e que se aproximam mais a composicédo do
0sso natural (Zhao et al., 2021). A justificativa para o desenvolvimento desses
materiais nanométricos inclui uma semelhanga muito maior em relacdo a matriz
extracelular 6ssea, resposta mais rapida a estimulos ambientais externos, entrega
aprimorada e liberacdo controlada de moléculas bioativas, como fatores de
crescimento, permitindo propriedades osteo-regenerativas melhoradas (Funda
et al.,, 2020; Wang et al., 2012). A HAp nanocristalina exibe melhor desempenho
biolégico e dissolucdo em comparacdo com as formas convencionais de HAp
(Sakamoto, 2010). A nanoestrutura permite uma maior relacdo superficie/volume,
promovendo adesdo, proliferacdo e diferenciagdo mais eficazes de células
progenitoras osteogénicas, bem como melhora a sinterizacdo e aumenta a
densificacdo da ceramica resultando em melhor tenacidade a fratura e outras
propriedades mecanicas (Kattimani et al., 2016; Mygind et al., 2007; Sanchez-
Salcedo et al., 2008).

Um estudo envolvendo a sintese de nanoparticulas de HAp por co-
precipitacdo de hidroxido de calcio e acido ortofosférico em solugdo de gelatina,
estabeleceu que esse material possui propriedades semelhantes as da HAp do
tecido 6sseo natural (Fang et al., 2019). Assim, novos enxertos alogénicos com
propriedades osteocondutoras, como a HAp nanocristalina, ainda precisam ser
desenvolvidos para melhor explorar seu potencial terapéutico e impacto na

regeneracgéo éssea.

3.4 Sintese de ceramicas de Hidroxiapatita

Diversos métodos de sintese tém sido descritos para o desenvolvimento de
materiais substitutos 0Osseos sintéticos com o proposito de mimetizar as
propriedades biologicas do osso natural (Moore et al., 2001; Zhao et al., 2021).
Assim, geralmente é feita uma distincdo entre os métodos de sintese, 0s quais

podem envolver: processos Umidos, processos Ssecos, processos em alta



22

temperatura e processos combinados. Pesquisas recentes tém apontado o processo
umido envolvendo precipitacdo quimica como um dos métodos mais comum (Glab et
al., 2021; Rigo et al., 2007; Rosa et al., 2022). Porém, métodos biomiméticos,
métodos hidrotérmicos, métodos sol-gel e outras abordagens de modificacdo
também sdo comumente usados (Biedrzycka et al., 2021).

A sintese de fosfatos de célcio via precipitacdo quimica é vantajosa, devido
ao seu baixo custo e simplicidade. No entanto, um problema relacionado ao método
€ a dificuldade no controle estequiométrico, ou seja, a obtencdo da composi¢cao
guimica desejada, o0 que leva a mistura de fases. Os métodos de precipitacédo
apresentam variaveis, tais como pH, temperatura de obtencdo, concentracdo molar
dos reagentes, taxa de adicdo de reagentes, tempo de agitacdo, tempo de
envelhecimento e temperatura de calcinagdo. O tempo de envelhecimento e a
cinética de reacdo sao variaveis criticas para a pureza e caracteristicas
cristalograficas do material obtido (Rigo et al., 2007).

Particulas de HAp foram sintetizadas por um método melhorado de
precipitacdo aquosa utilizando sais de calcio, fosfato e selenito de sodio, e as
propriedades fisicas, quimicas e a estrutura cristalina do p6 de HAp obtido foram
estudadas. A determinacdo das ligacbes quimicas foi realizada por espectroscopia
no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e a analise de espectroscopia
de fotoelétrons de raios X foi empregada para elucidar o mecanismo e a natureza
quimica da incorporacao de selénio na HAp. Enquanto isso, estudos detalhados de
difracdo de raios X (DRX) foram realizados para explicar as mudancas na estrutura
cristalina da HAp apdés a incorporacédo de selénio (Alkan, 2021).

Outro estudo realizou uma abordagem simples para sintetizar HAp em
nanoescala, com alto rendimento, por via Umida na presenca ou auséncia de
alendronato de sodio. As andlises de FTIR, microscopia eletronica de transmissao
de alta resolucdo (HRTEM) e DRX confirmaram que as nanoparticulas geradas
consistiam em HAp, indicando potencial para a construcdo de enxertos 0sseos (Gao
et al., 2017).

Nanoparticulas de HAp impregnadas com prata (Ag), ouro (Au) ou prata-
ouro (Ag-Au-HAp) foram sintetizadas através de um método de co-precipitacao.
Analises de Microscopia eletrénica de varredura (MEV), Microscopia eletrénica de
transmissao (MET), DRX e FTIR foram utilizadas para analisar os nanomateriais

obtidos. Os resultados indicam que a composicdo Ag-Au-HAp possui potencial
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terapéutico para regeneracdo Ossea e consolidacdo de fraturas (Kumar et al.,
2019).

Amostras de HAp pura e dopada foram sintetizadas usando hidrolise e
métodos hidrotérmicos para produzir materiais na forma de po. A estrutura
cristalina foi verificada gerando dados por meio de software de DRX em conjunto
com o método de Rietveld (Taghipour et al., 2022).

O método sol-gel € amplamente utilizado na sintese de particulas ceramicas,
pois as rotas quimicas envolvidas permitem a manipulacdo da matéria em nivel
molecular, tornando possivel uma boa homogeneidade quimica, e permitindo o
controle da forma e tamanho das particulas (Veronesi et al., 2023). Além disso, 0
método envolve etapas de baixo custo, que permitem melhor controle
estequiométrico, e menor temperatura de sintese, a possibilidade de trabalhar em
solucdo aquosa e de ndo exigir cuidado especial com atmosfera, além da
possibilidade de produzir pés com tamanho de particula nanométrico (Zhang et al.,
2008; Osuchukwu et al., 2022).

O método sol-gel foi empregado pela primeira vez para a obtencdo de HAp
por Masuda et al. (1990). As etapas de hidrélise — policondensacdo dos monémeros
em solucbes neutras e acidas deram origem a p6s de HAp de alta pureza. No
entanto, o processo sol-gel desenvolvido apresentou algumas desvantagens, como
0 uso de matérias-primas caras (dietoxido de célcio e trietéxido de fosforo) e baixa
homogeneidade do produto final. Desde entdo, outros grupos de pesquisa tém se
dedicado ao desenvolvimento de pds de HAp derivados de sol-gel (Sopyan, 2003;
Ribeiro et al., 2014).

Diante do exposto, esta pesquisa consistiu num estudo preliminar sobre o
desenvolvimento de um novo método sol-gel para a sintese de pos de hidroxiapatita
nanoestruturada, utilizando reagentes precursores de baixo custo e de fécil
obtencédo. A simplicidade das etapas experimentais, em relacdo aos métodos via sol-
gel ja relatados, € uma das vantagens mais importantes propostas pelo presente

estudo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Desenvolver a sintese quimica via sol-gel por uma metodologia simplificada e
avaliar as propriedades estruturais e morfolégicas de enxerto baseado em HAp
nanoestruturada, comparando suas propriedades frente a dois produtos comerciais
disponiveis, Hidroxiapatita Bionnovation (Bionnovation Biomedical) e Bio-Oss
(Geistlich).

4.2 Objetivos especificos

1) Sintetizar o enxerto experimental de HAp;

2) Avaliar a cristalinidade do enxerto experimental de HAp por meio de andlises
de difracdo de raios X (DRX);

3) Identificar as ligacdes quimicas presentes no enxerto experimental de HAp
por meio de andlises de espectroscopia no Infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR);

4) Avaliar a forma e tamanho das particulas que compdem o enxerto
experimental de HAp por meio de analises de microscopia eletrénica de varredura
(MEV);

6) Avaliar as propriedades estruturais e morfolégicas dos produtos comerciais
Hidroxiapatita Bionnovation e Bio-Oss por meio de ensaios de DRX, FTIR e MEV.
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5 METODOLOGIA

5.1 Sintese da hidroxiapatita via sol-gel

A metodologia de sintese quimica da HAp obtida nesta pesquisa se baseou
no método sol-gel. Na sintese foram utilizados como agentes precursores de Calcio
e Fdésforo respectivamente, nitrato de célcio e &cido fosférico, estabelecendo a
relacdo estequiométrica Ca:P = 1,67 para a sintese final de 10 g de HAp
(Ca10(POa4)s(OH)2). O alcool metilico (metanol) foi utilizado para facilitar a
solubilizacédo dos precursores em agua destilada.

Apés a mistura dos reagentes, o sol obtido foi mantido sob agitacao vigorosa
por 30 minutos, de modo a se obter uma solugéo transparente que, em seguida, foi
deixada em repouso a temperatura ambiente por 24 horas. A solucdo obtida foi
entdo mantida sob agitacdo e aquecimento a 80°C para volatilizacdo parcial dos
solventes. Apés esta etapa, foi obtido um liquido viscoso que finalmente foi levado a
estufa e seco a 120°C por 12 horas. O gel resultante foi desaglomerado em um
almofariz com auxilio de um pistilo e, em seguida, submetido a aquecimento em
forno mufla a 700°C por 3 horas a fim de promover a cristalizacdo da hidroxiapatita.
As etapas descritas correspondem a condicdo de “sintese 1” (s1) e a HAp assim
obtida corresponde ao grupo HAp_700C3h_s1.

O fluxograma apresentado na Figura 5.1 sumariza as etapas descritas da
sintese 1 da HAp pela via sol-gel.

A fim de avaliar a reprodutibilidade do processo de sintese, um grupo
adicional de HAp foi produzido por meio da repeticdo das etapas descritas na
Figura 5.1. O material assim obtido corresponde ao grupo HAp_700C3h_s2.
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Figura 5.1- Fluxograma representativo da sintese 1 de HAp pelo método sol-gel.

5.2 Efeito da granulometria e temperatura de tratamento térmico na sintese da
HAp

O p6 cerdmico do grupo HAp 700C3h_s1 foi peneirado utilizando uma
peneira de malha metélica a fim de promover a separacdo do pd de granulometria
mais fina (pulverizado) daquele pé constituido pela aglomeracdo de gréos
(granulado). A fim de avaliar o efeito da temperatura de tratamento térmico na
cristalinidade da HAp, ambos os poOs obtidos do processo de peneiracdo foram
levados ao forno mufla para aguecimento a 900°C por 3 horas. Os grupos obtidos,
seguem descritos:

- Grupo HAp_900C3h_P: p6é de HAp obtido da sintese 1, pulverizado e aquecido a
900°C por 3 horas.
- Grupo HAp_900C3h_G: p6 de HAp obtido da sintese 1, granulado e aquecido a
900°C por 3 horas.
A Figura 5.2 (a-d) ilustra as imagens dos pés de HAp obtidos da etapa de

peneiracao e tratamento térmico adicional.
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Figura 5.2- P6s de HAp obtidos pelo método sol-gel, peneirados e tratados
termicamente a 900°C por 3 horas: (a) po pulverizado em cadinho de alumina; (b) p6
granulado em cadinho de alumina; (c) p6 pulverizado armazenado para testes;

(d) p6 granulado armazenado para testes.
5.3 Caracterizacao da hidroxiapatita
A HAp obtida da sintese 1 (grupo HAp 700C3h_s1) foi avaliada quanto as

suas propriedades estruturais por ensaios de Difracdo de raios X (DRX) e

Espectroscopia vibracional no Infravermelho (FTIR), enquanto a morfologia e
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homogeneidade dos gréos foram avaliadas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). As propriedades do grupo HAp 700C3h_sl1 foram avaliadas
comparativamente a outros dois grupos de enxertos ésseos obtidos comercialmente,
HAp Bion (Bionnovation Biomedical) e Bio-Oss (Geistlich).

Adicionalmente, o grupo HAp_700C3h_s1 foi caracterizado por DRX e FTIR
comparativamente ao grupo HAp_700C3h_s2, a fim de avaliar a reprodutibilidade do
processo de sintese. Da mesma forma, o grupo HAp_700C3h_s1 foi caracterizado
por DRX e FTIR, em comparacdo aos grupos HAp_900C3h_P e HAp_900C3h_G,
com o proposito de verificar o efeito da aglomeracdo dos pdés e da temperatura de
tratamento térmico nas propriedades estruturais da HAp sintetizada.

Os grupos avaliados, bem como os testes de caracterizagcdo realizados
seguem descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Grupos estudados, descricdo e ensaios laboratoriais realizados.

Caracterizacdes

*

Grupo Fabricante Descricao

HAp obtida via sol-gel pela

HAp_700C3h_s1 | experimental DRX, FTIR, MEV

sintese 1
HAp Bion Bionnovation > 95% HAp sintética DRX, FTIR, MEV
Biomedical
Bio-Oss Geistlich Enxerto 6sseo bovino DRX, FTIR, MEV

HAp obtida via sol-gel pela
sintese 2
HAp obtida da sintese 1,
HAp_900C3h_P | experimental | pulverizada e aquecida a 900°C DRX, FTIR
por 3 horas
HAp obtida da sintese 1,
HAp_900C3h_G | experimental | granulada e aquecida a 900°C DRX, FTIR
por 3 horas
* DRX — Difragdo de raios X; FTIR — Espectroscopia vibracional no infravermelho por

HAp_700C3h_s2 | experimental DRX, FTIR

Transformada de Fourier; MEV — Microscopia eletrénica de varredura.

As etapas laboratoriais envolvidas na sintese e caracterizacdo dos grupos de
HAp obtidos via sol-gel, assim como da caracterizacdo dos grupos comerciais

avaliados neste estudo estdo resumidas no fluxograma da Figura 5.3.
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Figura 5.3- Fluxograma das etapas de sintese e caracterizacdo dos grupos de HAp
obtidos via sol-gel e etapas de caracterizacdo dos grupos comerciais avaliados

comparativamente.

5.3.1 Difracéo de raios X

As analises de DRX foram realizadas em um difratbmetro de raios X Rigaku
DMAX Ultima+ (Faculdade de Ciéncias — UNESP/Bauru) e as condicbes
experimentais foram: intervalo de 10° a 80° com incremento A26 = 0,02°, velocidade
de varredura de 2°/min, radiacdo de CuKa, comprimento de onda 1,54 A, poténcia
40 kV, corrente 20 mA.

Os dados de DRX obtidos foram tratados pelo software que se utiliza da base
de dados ICDD (International Centre for Diffraction Data). Por fim, os resultados
estdo apresentados em forma de graficos da intensidade relativa do sinal pelo
angulo de difracédo, apresentando o padréo cristalografico do material analisado, o
“seu DNA”, sendo assim considerado como o mais fidedigno exame para mostrar a
formacao cristalina de um material (Cullity; Stock, 2001). Os difratogramas foram
gerados com auxilio do software Origin 8.0 para visualizacdo e tratamento dos

dados.
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5.3.2 Espectroscopia vibracional no infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia vibracional no infravermelho € uma técnica utilizada para a
andlise e caracterizacdo das unidades estruturais dos compostos, e se baseia nas
frequéncias vibracionais de cada grupo presente no composto (Nakamoto, 1997).
Para obter o espectro de infravermelho de uma amostra, faz-se passar através da
amostra um feixe de luz infravermelha, e mede-se a quantidade de energia
absorvida pela amostra a cada comprimento de onda.

As andlises de FTIR foram realizadas em um Espectrofotbmetro Fourier da
marca Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21 (Faculdade de Odontologia —
USP/Bauru). O intervalo analisado foi de 4000-400 cm™, 32 varreduras de
acumulacdo e resolucdo de 4 cm™. Os espectros foram gerados com auxilio do
software Origin 8.0 para visualizacao e tratamento dos dados.

5.3.3 Microscopia eletrénica de varredura

Para os ensaios de MEV as amostras dos grupos estudados passaram por
um processo individualizado de desagregacdo de suas particulas. Uma pequena
porcao de cada grupo foi colocada dentro de um tubo falcon com alcool etilico a 96%
de concentracdo, sendo entdo os tubos levados a cuba ultrassénica para banho de
imersdo e mantidos assim por 15 minutos. ApGs esse processo, com o auxilio de
uma pipeta, uma gota de cada mistura foi depositada individualmente sobre
substratos de silicio, os quais foram fixados sob o stub de andlise com o auxilio de
fita carbono. Na segunda etapa de preparo, as amostras descritas anteriormente
foram levadas ao equipamento de metalizacéo, ficando recobertas por uma fina
camada de ouro. Utilizou-se o equipamento metalizador de ouro/evaporador de
carbono com bomba rotatoria — Quorum, modelo Q150R ES (Faculdade de Ciéncias
— UNESP/Bauru). Assim preparadas, as amostras foram avaliadas utilizando-se
elétrons secundarios, por meio de um microscépio eletrénico de varredura Zeiss
modelo EVO LS15, em aumentos de 1000x, 5000x e 8000x.
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6 RESULTADOS
6.1 Difragdo de raios X

A caracterizacdo por DRX possibilitou acompanhar a evolucéo e identificacdo
das fases formadas. A Figura 6.1 ilustra o padrédo de difracdo de raios X do grupo
HAp_700C3h_s1. O difratograma indica que o p6 de HAp obtido da sintese por sol-
gel e tratado termicamente a 700°C por 3 horas apresentou alta cristalinidade. Além
disso, o tratamento térmico realizado favoreceu apenas a cristalizacdo da fase

referente a HAp, portanto nenhuma outra fase secundaria foi identificada no

difratograma.
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Figura 6.1- Difratograma de raios X do grupo HAp_700C3h_sl1.

Todos o0s picos observados e planos cristalinos (hkl) associados ao
difratograma da Figura 6.1, estédo de acordo com a ficha cristalografica 74-0565 da
hidroxiapatita com estequiometria Caio(PQO4)s(OH)2, obtida a partir da base de dados
PCPDFWIN do International Centre for Diffraction Data (ICDD), Figura 6.2. De
acordo com a base de dados, o padrdo apresenta uma célula hexagonal com os

seguintes parametros de rede: a = 9,424 Aec=6,879 A.
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Figura 6.2- Ficha cristalografica 74-0565 da HAp com estequiometria
Ca10(POa4)s(OH)2, obtida a partir da base de dados PCPDFWIN.

Em relacdo a sintese da ceramica de HAp e caracterizacdo em comparacao
aos grupos comerciais, a avaliacdo por DRX das amostras de enxertos 6sseos
permitiu a identificacdo das fases cristalinas presentes. Assim, a Figura 6.3 ilustra os
padrées de difracdo de raios X da HAp sintetizada pelo método sol-gel (grupo
HAp_700C3h_s1) e dos grupos comerciais avaliados (grupos Bio-Oss e HAp Bion).
Os padrdes de DRX estédo apresentados na mesma escala de intensidade e indicam
apenas picos caracteristicos da fase cristalina de hidroxiapatita. Além disso, ao
compararmos a intensidade dos picos de difracdo, podemos verificar a elevada
cristalinidade apresentada pelo grupo HAp Bion, obtido pelo método da precipitacao
(Rigo et al., 2007).
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Um ponto importante da caracterizacdo de materiais por DRX € a presenca de
estruturas cristalinas. A estrutura amorfa, diferente da estrutura cristalina, possui um
agrupamento desordenado dos &tomos (Callister, 2007). Essa condi¢cdo na analise
de DRX pode ser geralmente identificada através da presenca de halo amorfo no
difratograma, ou ainda picos largos e de baixa intensidade (Vieira-Filho et al., 2017).
Nesse contexto, o grupo Bio-Oss apresentou a menor cristalinidade entre os trés

grupos avaliados.

—— HAp_700C3h_s1
— Bi0-Oss
— HAp Bion

Intensidade relativa (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
20°

Figura 6.3- Difratogramas de raios X dos grupos HAp_700C3h_sl1, Bio-Oss e
HAp Bion.

Os grupos HAp 700C3h_s1 e HAp_700C3h_s2 foram avaliados
comparativamente a fim de verificar a reprodutibilidade do processo de sintese via
sol-gel, Figura 6.4. Da analise dos difratogramas pode-se observar que ambos os
grupos apresentam padrdes de cristalinidade semelhantes, com picos de difragao
apresentando a mesma escala de intensidade. Todos os picos indicados concordam

com os planos associados a ficha cristalografica 74-0565 da hidroxiapatita.
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Figura 6.4- Difratogramas de raios X dos grupos HAp 700C3h_sl e
HAp_700C3h_s2. * representa os planos cristalinos associados a hidroxiapatita.

Neste estudo também foram avaliadas as condicfes de aglomeracao do pé
ceramico e do tratamento térmico adicional sob a cristalinidade da hidroxiapatita.
Assim, os grupos de HAp peneirados e aquecidos a 900°C por 3 horas, também
foram avaliados por analises de DRX. A Figura 6.5 apresenta os difratogramas do
grupo HAp_700C3h_sl em comparagdo aos dgrupos HAp_900C3h_P e
HAp_900C3h_G. A analise dos difratogramas revelou que a condicdo de
aguecimento a 900°C por 3 horas favoreceu a melhora da cristalinidade da
hidroxiapatita, considerando o aumento da intensidade dos picos de difracdo em
relacdo ao grupo HAp_700C3h_s1, o qual foi tratado a 700°C por 3 horas. Por outro
lado, a condicdo de aglomeracgéo das particulas (pulverizada ou granulada) ndo teve
efeito na cristalinidade. Todos os picos presentes nos difratogramas estao de acordo
com a ficha cristalografica 74-0565 da hidroxiapatita, obtida a partir da base de

dados PCPDFWIN.
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Figura 6.5- Difratogramas de raios X dos grupos HAp_700C3h_s1, HAp 900C3h_P
e HAp_900C3h_G.

6.2 Espectroscopia vibracional no infravermelho por Transformada de Fourier

Os resultados obtidos por FTIR da andlise das ligacdes quimicas presentes
no grupo experimental HAp_700C3h_s1 e grupos comerciais Bio-Oss e HAp Bion
estdo apresentados na Figura 6.6 (a-c), respectivamente. A posicdo (em cm™) de
cada uma das bandas observada foi indicada nos espectros a fim de facilitar a
atribuicdo das ligagdes quimicas.

De modo geral, os espectros apresentam-se muito semelhantes. Na regido de
1090 e 1025 cm? verificam-se duas bandas, de pequena e alta intensidade
respectivamente, associadas ao estiramento assimétrico (vass) dos ions fosfato
(PO4%). Na regido de 961 cm! verifica-se a banda referente ao estiramento simétrico
(vsim) destes ions. Além destas, foram identificadas bandas em: 630 cm, atribuida a
vibracdo dos ions hidroxila (OH"), e outras trés bandas em 600, 562 e 470 cm™ todas

atribuidas a deformacgdo angular (8) dos ions POs*. Em 873 cm, apenas no
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espectro do grupo Bio-Oss, observa-se uma banda pouco intensa relativa ao
estiramento da ligacdo fésforo-hidroxila (P-OH). Ja nas regides de 670 e 650 cm™
foram identificadas bandas associadas a vibragdo dos ions OH". A atribuicdo das

ligagbes quimicas foi realizada em base dos estudos desenvolvidos por Pascaud
et al., (2013) e Pascaud et al., (2014).
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Figura 6.6- Espectros de FTIR dos grupos: (a) HAp_700C3h_s1; (b) Bio-Oss;
(c) HAp Bion.

A Tabela 2 resume as ligacdes quimicas identificadas nos grupos de HAp
estudados.
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Tabela 2- Dados obtidos por FTIR para os grupos de HAp estudados. Abreviacoes:

v, estiramento da ligagéo, e 5, deformagé&o angular.

Namero de onda (cm™?)

HAp_700C3h_s1 Bio-Oss HAp Bion Atribuic&o
- ] - vass PO4%
1090 : 1089 vass PO4%
1025 1024 1025 vass PO4%
960 961 961 veim PO4
) 873 - v P-OH
) 720 - vP-OH
) 668 - v(M-O)
5PO3
630 649 631 o
601 601 600 5 PO4*>
563 561 562 5 PO4*>
470 : 473 v(M-0)
SPO43

Os espectros dos grupos HAp_700C3h_sl1 e HAp_700C3h_s2 (Figura 6.7)
também foram avaliados comparativamente a fim de verificar a reprodutibilidade do
processo de sintese via sol-gel. Os espectros indicam que os pés de HAp
sintetizados por sol-gel apresentam as mesmas ligacées quimicas, o que reflete a
reprodutibilidade da metodologia de sintese emprega no presente estudo. Esse
achado é corroborado pelos resultados de DRX apresentados na Figura 6.4, os
quais indicaram que ambos o0s grupos também apresentaram padrdoes de

cristalinidade semelhantes.
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Figura 6.7- Espectros de FTIR dos grupos HAp_700C3h_s1 e HAp_700C3h_s2.

Na Figura 6.8 sdo apresentados os resultados das analises de FTIR do grupo
HAp_700C3h_s1 em comparacao aos grupos HAp_900C3h_P e HAp_900C3h_G. A
analise dos espectros indicou que independentemente da condicdo de aglomeracao
das particulas e da temperatura de tratamento térmico, os grupos de HAp avaliados
apresentam as mesmas ligacfes quimicas.
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Figura 6.8- Espectros de FTIR dos grupos HAp 700C3h_sl1, HAp 900C3h_P e
HAp_900C3h_G.
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6.3 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das particulas que compdem o0 grupo experimental
HAp_700C3h_s1 e grupos comerciais Bio-Oss e HAp Bion foi investigada por MEV e

os resultados estédo apresentados, em diferentes aumentos, nas Figuras 6.9 a 6.11.

EHT= 7.00k/  Signal A= SE1 EHT = 7.00kV  Signal A= SE1
WD = 6.0mm Mag= 1.00KX WD = 6.0mm Mag= 5.00KX

EHT = 7.00 kv Signal A = SE1
WD = 6.0mm Mag= B.OOKX

Figura 6.9- Caracterizagbes morfoloégicas por MEV em diferentes aumentos do
grupo HAp_700C3h_s1: (a) 1000 x; (b) 5000 x; (c) 8000 x.
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(@) (b)

EHT = 7.00 kV Signal A = SE1 EHT = 7.00 kv Signal A = SE1
WD = 6.0mm Mag= 1.00KX WD = 6.0mm Mag= 5.00KX

EHT = 7.00 kv Signal A = SE1
WD = 6.0mm Mag= 8.00KX

Figura 6.10- Caracterizagcbes morfolégicas por MEV em diferentes aumentos do
grupo Bio-Oss: (a) 1000 x; (b) 5000 x; (c) 8000 x.
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EHT = 7.00 KV Signal A = SE1 EHT = 5.00 kv Signal A = SE1
WD = 6.0 mm Mag= 1.00KX WD = 70mm Mag= 500KX

EHT = 5.00 kv Signal A = SE1
WD = 7.0mm Mag= BOOKX

Figura 6.11- Caracterizacdes morfoldégicas por MEV em diferentes aumentos do
grupo HAp Bion: (a) 1000 x; (b) 5000 x; (c) 8000 x.

De modo geral, 0s representantes sintéticos, ou seja, Qrupos
HAp_700C3h_s1 e HAp Bion, apresentam particulas com tamanho da ordem de
nandmetros. Contudo, em virtude da alta energia superficial das particulas, estas se
uniram formando aglomerados que atingiram tamanhos na escala de microns. Os
grupos HAp_700C3h_s1 e Bio-Oss evidenciaram ainda a presenca de porosidade, a
qual afeta de forma positiva o0 metabolismo ésseo, pois estimula a diferenciacéo, o
crescimento e fixagdo de células Osseas, bem como aumenta a mineralizacéo
(Ovaes et al., 2010).
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7 DISCUSSAO

Com relacdo as perspectivas futuras dos materiais de enxertia, hd uma
demanda crescente por substituir ou restaurar a funcédo de pecas de 0sso humano
perdidas e danificadas. Enxertos 6sseos autdlogos continuam sendo o padrdo ouro
para reconstrucao 6ssea, particularmente em grandes defeitos 6sseos. No entanto,
devido a sua oferta limitada e outras desvantagens, estratégias alternativas séo
essencialmente necessarias para regenerar e/ou restaurar o 0sso (Zhao et al.,
2021). Nas ultimas décadas, tem havido uma enorme atividade de pesquisa no
campo da engenharia 6ssea e maior compreensao da biologia 6éssea que se traduziu
no desenvolvimento de novas abordagens possiveis para regenerar 0 0sso. Apesar
de todos esses grandes avancos no campo da engenharia tecidual, o
desenvolvimento de materiais sintéticos de enxerto 0sseo para aplicacbes
maxilofacial e periodontial continua sendo um desafio de um ponto de vista
biologico, de engenharia e da perspectiva cirdrgica (Pilger et al., 2018).

Possivelmente, um dos maiores desafios enfrentados pela engenharia
tecidual é a fabricacdo de um arcabouco interconectado poroso, mecanicamente
resistente, que promova integracdo favoravel com o hospedeiro e vascularizacao
adequada. Atualmente, a maioria dos enxertos sintéticos experimenta a regeneracao
do tecido Gsseo, que € limitada as camadas superficiais externas do biomaterial na
implantagéo, como resultado da vascularizacdo insuficiente do arcaboucgo. Portanto,
h& a necessidade de se investigar os parametros bioldégicos complexos ao projetar
materiais sintéticos para a regeneracdo 0ssea adequada e vascularizacdo (por
exemplo, tamanho de poro, porosidade, taxa de reabsorcéo) (Fernandez de Grado
et al., 2018). Os desafios neste campo sao ainda agravados pelo alto custo de
algumas das alternativas sintéticas e a falta de evidéncias (ou seja, falta de estudos
randomizados controlados em humanos), sendo assim pouco recomendaveis para
uso clinico. Assim, o futuro da engenharia tecidual 6ssea depende principalmente da
habilidade de meédicos, pesquisadores, engenheiros e profissionais da area da
saude em se comunicar e desenvolver pesquisas multidisciplinares a fim de superar
0S obstaculos descritos e produzir um enxerto clinicamente relevante e que
apresente os melhores resultados clinicos possiveis, menor morbidade e custo

possiveis (Zhao et al., 2021).
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Levando em consideracdo o cenario apresentado e os desafios para o
desenvolvimento de novos enxertos para regeneragcao 0ssea, este estudo teve como
objetivo principal desenvolver uma ceramica de HAp via sintese sol-gel modificada e
submeté-la a testes de caracterizacdo estruturais e morfolégicos. Desta forma, a
HAp experimental desenvolvida foi avaliada, especialmente, quanto a sua
cristalinidade e ligacbes quimicas. Além disso, as propriedades morfologicas
também foram avaliadas.

Em relacdo a metodologia de sintese, vale destacar que na etapa de
tratamento térmico para a obtencdo da HAp via sol-gel, esperava-se seguir as
mesmas condicdes de temperatura e tempo usados na sintese da ceramica
comercial HAp Bion. Embora a rota de sintese pelo método da precipitacdo, usado
na producao comercial da HAp Bion, esteja descrito na literatura (Rigo et al., 2007),
as temperaturas envolvidas no tratamento térmico para promover a cristalizacdo da
HAp ndo sdo descritas pelo fabricante, pois trata-se de segredo de producao
comercial. Assim, a escolha da condicdo de aquecimento a 700°C por 3 horas
baseou-se em estudos descritos na literatura (Sopyan, 2003; Ribeiro et al., 2014) da
sintese quimica da hidroxiapatita. Esta condicdo foi descrita como favoravel para a
sintese da HAp pura e cristalina.

A avaliacdo da cristalinidade da HAp experimental, grupo HAp_700C3h_s1,
por DRX indicou que o p6 obtido pelo método sol-gel corresponde a 100%
hidroxiapatita pura. Ou seja, ndo foi identificado nenhum outro pico associado a
fases cristalinas secundarias. Como se antecipava, a escolha do método sol-gel
como rota quimica demonstrou ser eficiente em produzir pds cristalinos e
monofasicos. Por outro lado, Sopyan (2003) descreveu a sintese de HAp via sol-gel
utilizando respectivamente como precursores de célcio e fosforo, nitrato de calcio
tetrahidratado e hidrogenofosfato de amoénio, solubilizados em uma solugéo
amoniacal. Contudo, o p6 obtido do aquecimento a 820°C por 2 horas e analisado
por DRX revelou a coexisténcia da fase hidroxiapatita majoritaria e das fases
secundéarias B-TCP (B-Cas(POa4)2) e 6xido de célcio (CaO).

Em comparacdo aos grupos Bio-Oss e HAp Bion, a HAp experimental
apresentou perfil de cristalinidade intermediario aos dois grupos comerciais. Embora
o difratograma do grupo Bio-Oss também tenha indicado a presenca apenas da fase
HAp, os picos apresentaram-se largos e de baixa intensidade. Este resultado esta de

acordo com o descrito por Riachi et al. (2012), os quais investigaram as
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propriedades fisicas e quimicas dos enxertos 6sseos Bio-Oss e Cerabone na taxa de
reabsorcao.

As andlises de DRX e FTIR dos grupos HAp_700C3h_s1 e HAp_700C3h_s2
demonstraram que esses grupos apresentaram padrdes de cristalinidade
semelhantes, bem como as mesmas ligacdes quimicas, o que confirmou a
reprodutibilidade da metodologia de sintese via sol-gel utilizada no estudo.

As analises por FTIR também revelaram que de modo geral os espectros dos
grupos comerciais e experimental apresentaram semelhanca quanto as ligacdes
quimicas identificadas. Foram identificadas bandas, de pequena e alta intensidades,
associadas aos modos vibracionais dos ions fosfato (PO4%), ions hidroxila (OH") e
ligacdo fosforo-hidroxila (P-OH). Estes resultados concordam com outros estudos
descritos na literatura (Riachi et al.,, 2012; Ribeiro et al., 2014; Rosa et al., 2022;
Sopyan, 2003). Por outro lado, do estudo realizado por Rigo et al. (2007), os
resultados de FTIR indicaram a presenca de bandas adicionais atribuidas a fase
cristalina B-TCP.

Para a obtencdo dos materiais a base de fosfato de célcio, tal como a HAp,
dependendo dos métodos utilizados, dos reagentes e das variaveis adotadas, é
possivel obter inUmeras fases, além de uma grande variagdo de comportamentos
resultantes de outras variacfes, tais como: defeitos cristalinos, area superficial,
afinidade por materiais organicos encontrados no meio fisiolégico etc. (Rigo et al.,
2007). lgualmente importante € a condicdo de tratamento térmico que promove a
cristalizacao da ceramica. A calcinacdo do pé obtido pode alterar a fase presente no
sélido, pois cada uma das fases dos fosfatos de calcio apresenta diferentes
estabilidades térmicas e propriedades fisicas. Uma pequena variagdo na razdo Ca/P
do po sintetizado pode resultar numa grande variacdo das proporcdes das fases
formadas apds a calcinacdo (Raynaud et al., 2002). Diante do exposto, e da analise
conjunta dos resultados de DRX e FTIR do grupo HAp_700C3h_s1, pode-se assumir
gue a razao estequiométrica Ca/P = 1,67 foi mantida durante as etapas de sintese,
uma vez que apenas a hidroxiapatita, com composicdo Caio(POas)s(OH)2, foi
identificada nos resultados.

Do efeito do tratamento térmico sobre a cristalinidade da HAp, este estudo
revelou o aumento da cristalinidade do p6 cerédmico associado ao aumento da
temperatura de aquecimento. A temperatura na qual o processo de cristalizacdo se

processa tem grande importancia na fase obtida e na conversdao de uma fase em
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outra. Da mesma forma, o tamanho das particulas e a morfologia também sao
influenciados pela temperatura. Temperaturas mais altas promovem a obtencéo de
pbés mais cristalinos (Rigo et al., 2007).

Da caracterizacdo da HAp experimental (HAp_700C3h_s1) em comparagao
aos grupos comerciais Bio-Oss e HAp Bion por MEV, verificou-se a morfologia
constituida por aglomerados de particulas de tamanho nanométrico. Resultados
semelhantes foram descritos na literatura para pos preparados por outras rotas
quimicas (Riachi et al., 2012; Ribeiro et al., 2014; Rigo et al., 2007; Rosa et al., 2022;
Sopyan, 2003). Da analise geral dos resultados de MEV concluiu-se mais uma vez
gue a metodologia de sintese desenvolvida neste estudo demonstrou ser eficiente
na obtencao de p6s nanoestruturados. Contudo, embora as imagens obtidas tenham
indicado certa porosidade da amostra experimental, a caracterizagcdo morfolégica por
MEV consistiu numa limitacdo do estudo, uma vez que esta técnica de
caracterizacdo nao € indicada para avaliacdo da porosidade.

Diante dos estudos realizados e dos resultados obtidos, mostrou-se que a
sintese quimica via sol-gel foi conduzida com éxito e possibilitou produzir pés de
HAp nanoestruturada e de cristalinidade satisfatoria. Assim, espera-se futuramente
avaliar as propriedades biologicas da HAp preparada e desenvolver um produto com
inovacao incremental para regeneracao 6ssea guiada em gque a HAp experimental

atue como um enxerto aloplastico bioativo.
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8 CONCLUSOES

- Pés de hidroxiapatita (HAp) com morfologia nhanométrica foram preparados com
sucesso por meio do método sol-gel simplificado, o qual consistiu no uso de nitrato
de célcio e acido fosforico como reagentes precursores da sintese quimica,

- Todos os pO6s de HAp experimentais, avaliados neste estudo, apresentaram
elevada pureza, com fases cristalinas identificadas por DRX e atribuidas a 100%
HAp;

- As ligacBes quimicas identificadas por FTIR estdo relacionadas a presenca dos
ions fosfato (PO4%), fons hidroxila (OH") e ligagédo fésforo-hidroxila (P-OH);

- A relacdo Ca/P = 1,67 foi mantida durante as etapas de sintese, uma vez que
apenas a hidroxiapatita com composicao Caio(POa4)s(OH):2 foi identificada;

- As particulas primarias apresentaram tamanho na escala nanométrica. Porém, as
analises de MEV revelaram que essas particulas formaram aglomerados devido a
elevada energia superficial;

- As propriedades avaliadas foram coerentes com as apresentadas pelos grupos
comerciais, 0 que permite prever a possibilidade de aplicacdo futura do sistema

experimental desenvolvido.
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